Identifizierung eines lokal wirkenden Proteinnetzwerks bei der c-di-GMP-vermittelten Kontrolle der Biofilmbildung in Escherichia coli by Sarenko, Olga
     Identifizierung eines lokal wirkenden Proteinnetzwerks 
bei der c-di-GMP-vermittelten Kontrolle der Biofilmbildung 
in Escherichia coli 
 
 
D I S S E R T A T I O N 
zur Erlangung des akademischen Grades 
Doctor rerum naturalium 
(Dr. rer. nat.) 
 
 
eingereicht an der 
Lebenswissenschaftlichen Fakultät der Humboldt-Universität zu Berlin 
 
von 
M. Sc. Olga Sarenko 
 
Präsidentin der Humboldt-Universität zu Berlin 
 
Prof. Dr.-Ing. Dr. Sabine Kunst 
 
Dekan der Lebenswissenschaftlichen Fakultät 
der Humboldt-Universität zu Berlin 
 




1. Prof. Dr. Regine Hengge 
2.   Prof. Dr. Christian Schmitz-Linneweber 









































Die vorgelegte Dissertation entstand in der Arbeitsgruppe von Frau Prof. Dr. Regine 
Hengge an der Freien Universität Berlin und der Humboldt-Universität zu Berlin 
zwischen November 2011 und Dezember 2016. 
 
Selbständigkeitserklärung zur Dissertation: 
 
Hiermit erkläre ich, Olga Sarenko, ausdrücklich, dass es sich bei der von mir 
eingereichten schriftlichen Dissertation um eine von mir selbständig und ohne 
fremde Hilfe verfasste Arbeit handelt. Ich erkläre ausdrücklich, dass ich sämtliche in 




























Teile dieser Arbeit sind in folgender Publikation enthalten: 
 
Sarenko, O., Klauck, G., Wilke, F.M., Pfiffer, V., Richter, A.M., Herbst, S., Kaever, V. 
and Hengge, R. (2017) More than enzymes that make and break c-di-GMP - local 
signaling in the interactome of GGDEF/EAL domain proteins of Escherichia coli. 






























An aller erster Stelle möchte ich mich bei Frau Prof. Regine Hengge bedanken, 
dass ich nicht nur ein spannendes Thema in ihrer Arbeitsgruppe bearbeiten durfte, 
sondern auch meine Arbeit an internationalen Konferenzen präsentieren konnte und 
dadurch interessante Orte kennengelernt habe. Ich bin Regine auch für die 
zahlreichen stimulierenden Gespräche und begeisterungsvollen „per aspera ad 
astra“-Ideen sehr dankbar! Außerdem war Regine diejenige, die mich auf die 
Christiane Nüsslein-Volhard-Stiftung aufmerksam gemacht hat. Diese Stiftung 
wurde durch die Nobelpreisträgerin Frau Prof. Christiane Nüsslein-Volhard 
gegründet und unterstützt Doktorandinnen, die neben ihrer Arbeit Kinder 
aufziehen.  
Bei dieser Gelegenheit bedanke ich mich aufrichtig bei Frau Nüsslein-Volhard, 
Prof. Maria Leptin, Dr. Brigitte Mühlenbruch, Dr. Gerlind Wallon und Heike Heth 
für die Ehre, zwei Jahre lang mit einem Stipendium unterstützt worden zu sein.  
Ich bedanke mich herzlich bei Prof. Christian Schmitz-Linneweber und Prof. 
Kürşad Turgay für das Lesen und Begutachten meiner Doktorarbeit.  
Ein großes Dankeschön geht auch an alle ehemahligen und gegenwärtigen 
Kolleginnen und Kollegen, die mir während meiner „Tour de Force“ im Labor einen 
moralischen und materiellen Beistand gewährt haben: an Sandra, Christina, Anja, 
Diego, Susi, Thomas, Friedrich, Ebi, Gisela, Tatyana, Franzi W., Martin, Vanessa, 
Kim, Sara, Madeleine, Mihaela, Christine, Ruben und an alle, die ich hier eventuell 
vergessen habe. Ich danke auch Kaveh für die fruchtvolle MATLAB-Unterstützung. 
Bei Frau Wurm und Felicitas möchte ich mich für die blitzschnelle Bearbeitung aller 
bürokratischen Anliegen bedanken. Ich danke Alex und Raul für die kompetente 
fachliche Hilfe und für viele nicht-fachliche Unterhaltungen und Ausflüge. Einen 
lieben Dank möchte ich an Franzi M. ausrichten - für die angenehme 
Arbeitsatmosphäre und zahllose Kindergespräche! Ganz besonders danke ich 
Natalia - за твоё особенное участие в моей судьбе!  
Außerdem richte ich einen herzlichen Dank an meine Mutter, Sascha und Tali 


































Abkürzungsverzeichnis ........................................................................ ..............................................9 
Abbildungsverzeichnis ......................................................................................................................11 




1 Einleitung............................................................................................................. ..............................21  
1.1 Biofilm als multizelluläre Lebensform von Escherichia coli.........................................21 
 1.1.1 Curli-Fasern in der Biofilmbildung................................................................24 
 1.1.2 Cellulose als Bestandteil der Biofilmmatrix..................................................24 
 1.1.3 Andere Biofilmkomponenten..........................................................................26 
1.2 Regulation der Genexpression in Bakterien.................................................................27 
 1.2.1 Sigmafaktoren....................................................................................................29 
 1.2.2 Transkriptionsfaktoren.....................................................................................30 
1.3 Der bakterielle sekundäre Botenstoff c-di-GMP..........................................................31 
 1.3.1 GGDEF-Domänen-haltige Proteine und c-di-GMP-Synthese....................35 
 1.3.2 EAL-Domänen-haltige Proteine und c-di-GMP-Abbau..............................40 
 1.3.3 Degenerierte GGDEF/EAL-Domänen-haltige Proteine.............................43 
  1.3.4 C-di-GMP-bindende Effektormoleküle.........................................................45 
1.3.5 Das Konzept der lokalen Signalübertragung...............................................46 
1.4 C-di-GMP-vermittelte Signaltransduktion bei der Biofilmbildung..........................51 
1.5 Protein-Protein-Interaktionen.........................................................................................53 
2 Zielsetzung.........................................................................................................................................59 
3 Materialien und Methoden .............................................................................................................61 
 3.1 Chemikalien und Geräte..................................................................................................61 
 3.2 Medien und Medienzusätze............................................................................................62 
3.3 Verwendete Bakterienstämme, Bakteriophagen, Plasmide und Primer..................64 
3.3.1 Bakterienstämme............................................................................................ ...64 
3.3.2 Bakteriophagen..................................................................................................69 
3.3.3 Plasmide.............................................................................................................69 
3.3.4 Primer............................................................................... ..................................74 
 3.4 Mikrobiologische Arbeitsmethoden..............................................................................80 
  3.4.1 Sterilisation................................................................................................. .......80 
  3.4.2 Kultivierung......................................................................................................81 
  3.4.3 Aufbewahrung von Bakterienstämmen........................................................81 
  3.4.5 Bestimmung der Zelldichte in Flüssigkulturen............................................81 
  3.4.6 Herstellung eines P1-Lysats............................................................................81 
  3.4.7 P1-Transduktion................................................................................................82 
 3.5 Molekularbiologische Arbeitsmethoden.......................................................................82 
  3.5.1 Isolation von Plasmid-DNA............................................................................82 
  3.5.2 Elektroporation und TSS-Transformation.....................................................82 
3.5.3 Polymerasenkettenreaktion (PCR)............................... ..................................83 




3.5.8 Herstellung elektrokompetenter Zellen.........................................................85 
3.5.9 Herstellung chromosomaler Deletionsmutationen......................................86 
3.5.10 Entfernung chromosomaler Resistenzkassetten.........................................86 
3.6 Biochemische Arbeitsmethoden.....................................................................................87 
 3.6.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)..................................87 
 3.6.2 Immunoblotanalyse (Western Blot)................................................................88 
 3.6.3 Überexpression und Aufreinigung von Proteinen.......................................88 
 3.6.4 Bestimmung von Proteinkonzentrationen....................................................90 
 3.6.5 In vitro Protein-Protein-Interaktionsstudien durch Co-Elution.................90 
3.6.7 Nachweis der Diguanylatzyklase-Aktivität..................................................90 
3.6.8 Nachweis der in vivo Protein-Protein-Interaktionen mittels des Bacterio-
Match® II Two-Hybrid-Systems............................................................................................91 
3.6.9 Nachweis der in vivo Protein-Protein-Interaktionen mittels des auf der 
Adenylatzyklase-Aktivität basierten Two-Hybrid Systems (BACTH)...........................92 
3.6.10 Bestimmung der Genexpression mittels des ß-Galaktosidase-Aktivitäts-
tests............................................................................................................................ ................93 
 3.7 Datenbanken und bioinformatische Analysen.............................................................94 
4 Ergebnisse..........................................................................................................................................95 
  4.1 Das Signalmolekül c-di-GMP und lokale c-di-GMP-Module...................................95 
  4.1.1 Systematisches Screening von Interaktionen zwischen GGDEF/EAL-
Domänen-haltigen Proteinen aus E. coli K-12 W3110.....................................................................95 
  4.1.2 Bilden die multiplen DGC und PDE in E. coli spezifische 'Paare-Module'? 
............................................................................................................................................ ..................100 
  4.1.3 Entscheiden bestimmte α-Proteinhelices über die Spezifität der Protein- 
Protein-Interaktionen?..................................................................................................................... .102 
  4.1.4 Domänen-spezifische Interaktionen bei der multiple vernetzten Trigger-
PDE PdeR............................................................................................................................................103 
 4.2 Homo- und Heterodimerbildung zwischen einzelnen GGDEF-Domänen............106 
4.3 Untersuchungen zu Interaktionen und Funktion der DGC DgcO .........................108 
  4.3.1 Aerobe Kultivierung der Dreifachmutanten...............................................109 
  4.3.2 Tragen DgcO und PdeK zum Cellulosemetabolismus bei?......................112 
  4.3.3 DgcO wirkt sowohl über seine DGC-Aktivität wie auch unabhängig von 
dieser Aktivität...................................................................................................................................116 
  4.3.4 Das Wechselspiel zwischen DgcO und Proteinen mit GGDEF/EAL-
Domänen.............................................................................................................................................121 
  4.3.5 In vivo-Interaktionsstudien zwischen einzelnen Domänen von DgcO und 
DgcM...................................................................................................................................................123 
  4.3.6 In vitro-Interaktionsstudien mit DgcO und DgcM.....................................124 
  4.3.7 Kann DgcO die Diguanylatzyklase-Aktivität von DgcM hemmen?.......125 
  4.3.8 Wechselwirkungen zwischen DgcM und DgcO bei der 
Biofilmbildung...................................................................................................................................126 
  4.3.9 Beeinträchtigt DgcO die Expression der Cellulosekomponenten-Gene 
yhjR, bcsQ und bcsA?................................................................................................................ ..........128 
  4.3.10 Celluloseumsatz-stimulierende Effekte von DgcO sind PNPase-
unabhängig.........................................................................................................................................131 
 4.4  PdeR als die Schlüssel-Phosphodiesterase bei der Curli-Produktion....................134 
             4.5  C-di-GMP-Kontrolle und Biofilmbildung unter anaeroben Bedingungen...........136  
 4.6  Nutzung des Two-Hybrid-Systems zur Analyse einer regulatorischen Dimeri-
sierung bei der PDE PdeC................................................................................................................140 
4.6.1 PdeC als eine CSS-Motiv-haltige Modell-Phosphodiesterase mit ihren 
intramolekularen Proteindomänen-Interaktionen........................................................................140 
  4.6.2 Homodimerisierung cytoplasmatischer Domänen von allen CSS-Motiv- 
und EAL-Domänen-haltigen Proteinen..........................................................................................146 
5 Diskussion........................................................................................................................................149 
 5.1 Die Biofilmbildung wird in E. coli durch eine Kerngruppe von miteinander 
interagierenden Diguanylatzyklasen und Phosphodiesterasen reguliert.................................149 
 5.2 Homo- und Heterodimerbildung der Diguanylatzyklasen: neue Regulations-
wege?.................................................................................................................... ...............................154 
 5.3 Die Diguanylatzyklase DgcO trägt zur Cellulosesynthese in der Biofilmbildung 
bei.........................................................................................................................................................159 
 5.4 Die CSS-Motiv-haltige Phosphodiesterase PdeC dimerisiert über die zweite 
Transmembrandomäne....................................................................................................................162 
Literaturverzeichnis...........................................................................................................................167 












































3-AT  3-Amino-1,2,4-triazol 
A  Ampere 
ad   Auffüllen 
Amp  Ampicillin 
APS  Ammoniumperoxodisulfat  
AS  Aminosäure 
A-site   aktives Zentrum (active site) 
ATP   Adenosintriphosphat 
ß-Gal   ß-Galaktosidase 
BCIP   5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-Phosphat 
BSA   Rinderserumalbumin (bovine serum albumin) 
bp   Basenpaare  
c-di-GMP zyklisches di-Guanosin Monophosphat 
CFU  koloniebildende Einheiten (colony forming units) 
Cat  Chloramphenicol-Acetyl-Transferase 
Cm  Chloramphenicol 
Da  Dalton 
dest.  destilliert 
DGC  Diguanylatzyklase 
DMSO  Dimethylsulfoxid  
dNTP  Desoxynukleosidtriphosphat 
EDTA  Ethylendiamintetraessigsäure 
EtOH   Ethanol 
GTP  Guanosintriphosphat 
h  Stunde(n) 
HRP   Meeretichperoxidase (horseradish peroxidase)  
IPTG   Isopropyl-D-Thiogalactopyranosid  
I-site   inhibitorisches Zentrum (inhibitory site) 
Kan   Kanamycin 
LB   Luria-Bertani-Medium  
LBnoS  Luria-Bertani-Medium ohne Salz (NaCl)  
 10!
MCS  multiple Klonierungsstelle (multiple cloning site) 
nt   Nukleotide  
OD578
   
Optische Dichte bei einer Wellenlange von 578 nm  
ONPG  o-Nitrophenyl-D-Galaktopyranosid 
ORF  offenes Leseraster (open reading frame) 
ori   Replikationsstelle eines Plasmides 
PCR  Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction) 
PDE   Phosphodiesterase 
PPI  Protein-Protein Interaktion(en) 
PVDF   Polyvinylidenfluorid 
RT  Raumtemperatur 
scar  Bezeichnung dafür, dass die Antibiotikum-Kassette nach Deletion eines Gens    
  im Chromosom nicht mehr vorhanden ist 
SDS   Natriumdodecylsulfat 
Temed  N,N,N,N!,N!- Tetramethylethylendiamin 
Tet   Tetrazyklin 
TM  Transmembrandomäne 
üN   über Nacht 
upm   Umdrehungen pro Minute 
V   Volt  
wt   Wildtyp  




















1.1  Entwicklungsstadien des E. coli-Biofilms..................................................................................23 
1.2  Synthese und Hydrolyse von c-di-GMP....................................................................................32 
1.3  C-di-GMP-Synthese und Homodimer- sowie Tetramerbildung der Diguanylatzyklasen.... 
................................................................................................................................................................36 
1.4  Homodimer-Bildung der Phosphodiesterasen.........................................................................41 
1.5  Lokales c-di-GMP-Modul............................................................................................................47 
1.6  Das DgcM/PdeR/MlrA-Modul kontrolliert direkt die Curli-Synthese...............................50 
1.7  Inverse Regulation der Motilität und Biofilmbildung in E. coli.............................................52 
1.8  Eigenschaften der Protein-Protein-Interaktionen und ihrer Netzwerke..............................55   
4.1  Rohdaten zu den in vivo-Protein-Protein-Interaktionen zwischen der PDE PdeA und 
allen GGDEF-Domänen-haltigen Proteinen in E. coli K-12 W3110..............................................97 
4.2  In vivo Protein-Protein-Interaktionen zwischen allen GGDEF/EAL-Domänen-haltigen 
Proteinen aus E. coli K-12 W3110......................................................................................................99 
4.3  Interaktionen zwischen den GGDEF/EAL-Domänen-haltigen Proteinen aus E. coli K-12 
W3110..................................................................................................................................................100 
4.4  Interaktionskarte der GGDEF/EAL-Domänen-haltigen Proteine in E. coli K-12 
W3110..................................................................................................................................................101 
4.5 Phylogenetische Zusammenhänge der α5- und α2-Helices der GGDEF/EAL-Domänen-
haltigen Proteine aus E. coli K-12 W3110........................................................................................103 
4.6  Rohdaten zu den in vivo-Protein-Protein-Interaktionen zwischen den einzelnen 
Domänen von PdeR und DgcO, DgcN, DgcE in E. coli K-12 W3110..........................................104 
4.7  Spezifische in vivo Protein-Protein-Interaktionen zwischen einzelnen Domänen von PdeR 
und vier GGDEF-Domänen-Proteinen aus E. coli K-12 W3110...................................................105 
4.8  Homo- und Heterodimerbildung zwischen einzelnen GGDEF-Domänen aus E. coli K-12 
W3110..................................................................................................................................................107 
4.9  Einfluss der GGDEF/EAL-Domänen-haltigen Proteine auf die Biofilmbildung der ΔdgcE 
ΔdgcM-Doppelmutante des E. coli-Stamms K-12 W3110 unter aerober Kultivierung............110 
4.10 Einfluss der GGDEF/EAL-Domänen-haltigen Proteine auf die Biofilmbildung der ΔdgcE 
ΔdgcM-Doppelmutante des E. coli K-12 AR3110-Stamms unter aerober Kultivierung...........111 
4.11 Die Rolle von DgcO im Cellulosemetabolismus des Biofilms............................................113 
4.12 Der Einfluss von DgcO und PdeK auf die Biofilmbildung.................................................115 
4.13 Die Bedeutung der enzymatischen Aktivität der DgcO und PdeO für den Cellulose 
metabolismus und die Biofilmbildung...........................................................................................117 
 12!
4.14 Einfluss der Überproduktion von c-di-GMP durch verschiedene DGC auf die 
Biofilmbildung der ∆dgcE ∆dgcM ∆dgcO-Dreifachmutante.........................................................120 
4.15  Der Einfluss von DgcO auf die Curli-Bildung in Flüssigkultur........................................121 
4.16  In vivo Protein-Protein-Interaktionen zwischen DgcO und den GGDEF/EAL-Domänen-
haltigen Proteinen in E. coli K-12 W3110........................................................................................122 
4.17  In vivo Protein-Protein-Interaktionen zwischen den DgcO- und DgcM-Proteinen sowie 
ihren einzelnen Domänen.................................................................................................................123 
4.18  In vitro-Interaktion zwischen DgcM und DgcO...................................................................125 
4.19  Die in vitro Diguanylatzyklase-Aktivität von DgcM in Anwesenheit von DgcO...........126 
4.20  Das Zusammenspiel der DgcO- und DgcM-Proteine bei der Biofilmbildung der ΔdgcE 
ΔdgcM ΔdgcO–Dreifachmutante......................................................................................................127 
4.21  Konstruktion von yhjR::lacZ-, bcsQ::lacZ- und bcsA::lacZ-Reportergenfusionen.............129 
4.22 Beeinflussen die DgcO- und PdeO-Proteine die Expression von yhjR, bcsQ und 
bcsA?.....................................................................................................................................................130 
4.23 Der Einfluss von DgcO und PdeO auf den Cellulosemetabolismus bei der Biofilm-
bildung ist PNPase-unabhängig......................................................................................................132 
4.24  Einfluss der GGDEF/EAL-Domänen-haltigen Proteine auf die Biofilmbildung der 
ΔpdeR-Mutante im E. coli-Stamm K-12 W3110..............................................................................135 
4.25  Einfluss der GGDEF/EAL-Domänen-haltigen Proteine auf die Biofilmbildung der 
ΔpdeR-Mutante im E. coli-Stamm K-12 AR3110............................................................................136 
4.26  Einfluss der GGDEF/EAL-Domänen-haltigen Proteine auf die Biofilmbildung des E. 
coli-Stamms K-12 W3110 unter anaerober Kultivierung..............................................................137 
4.27  Einfluss der GGDEF/EAL-Domänen-haltigen Proteine auf die Biofilmbildung des E. 
coli-Stamms K-12 AR3110 unter anaerober Kultivierung............................................................138 
4.28  Einfluss der GGDEF/EAL-Domänen-haltigen Proteine auf die Biofilmbildung der 
ΔdgcE ΔdgcM-Doppelmutante des E. coli-Stamms K-12 W3110 unter anaerober 
Kultivierung........................................................................................................................................139 
4.29  Einfluss der GGDEF/EAL-Domänen-haltigen Proteine auf die Biofilmbildung der 
ΔdgcE ΔdgcM-Doppelmutante des E. coli K-12 AR3110-Stamms unter anaerober 
Kultivierung........................................................................................................................................140 
4.30  Interaktionsstudien zur Dimerisierung von PdeC und seinen Proteindomänen...........143 
4.31  Aminosäurensequenzen von PdeC und den ersten Transmembrandomänen von 
LacY.....................................................................................................................................................144 
4.32  Ist die zweite Transmembrandomäne für Dimerisierung von PdeC entscheidend?.....145 
4.33  Dimerisierung von PdeC ist degQ- und degP-unabhängig.................................................146 
4.34  PPI zwischen den CSS-Motiv-haltigen Proteinen in E. coli K-12 W3110..........................147 
 13!
5.1  Die Kerngruppe der Enzyme der c-di-GMP-vermittelten Signaltransduktion in der 
Biofilmbildung...................................................................................................................................152 
5.2 „Tischlampen“-Hypothese der potentiellen Hintergrundaktivität der GGDEF/EAL-
Domänen-haltigen Proteine in Abwesenheit von DgcE und DgcM..........................................159 






1.1  Signalnukleotide und ihre Funktionen in Bakterien..............................................................28 
1.2  Sigmafaktoren in E. coli..............................................................................................................30 
1.3  GGDEF/EAL-Domänen-haltige Proteine in E. coli................................................................34 
1.4  C-di-GMP-bindende Effektormoleküle...................................................................................45 
3.1   Verwendete Chemikalien, Materialien und Geräte................................................................61 
3.2   Verwendete Medienzusätze.......................................................................................................63 
3.3   Verwendete Bakterienstämme...................................................................................................64 




























































Bei den meisten Bakterien wird die Biofilmbildung durch das sekundäre 
Botenmolekül c-di-GMP stimuliert. Durch die enzymatische Aktivität von c-di-GMP-
synthetisierenden Diguanylatzyklasen (DGC, GGDEF-Domäne-haltige Proteine) und 
c-di-GMP-abbauenden Phosphodiesterasen (PDE, EAL-Domäne-haltige Proteine) 
wird der c-di-GMP-Gehalt als eine Antwort auf diverse Stress- und suboptimale 
Umweltbedingungen reguliert. Vor allem Gram-negative Bakterien und bei diesen 
besonders die Gamma-Proteobakterien haben multiple GGDEF/EAL-
Domänenproteine. So besitzt Escherichia coli K-12 29 solche Proteine, darunter 12 
DGC, 13 PDE sowie 4 sogenannte degenerierte Proteine ohne enzymatische 
Funktion. Dieses komplexe c-di-GMP-Kontrollsystem reguliert vor allem die 
Produktion der extrazellulären Biofilmmatrix, die in E. coli während des Übergangs 
in die stationäre Wachstumsphase stattfindet. Die beiden Hauptkomponenten der 
Matrix sind amyloide Curli-Fasern, sowie das Exopolysaccharid Cellulose. 
Bei E. coli findet die Kontrolle über c-di-GMP und damit die 
Biofilmmatrixsynthese auf zwei Regulationsebenen statt. Zum einen kann der 
globale c-di-GMP-Pool durch die antagonistisch wirkenden DgcE und PdeH 
reguliert werden. Zum anderen wirken bestimmte DGC/PDE-Module eher lokal. So 
kontrolliert der DgcM/PdeR-Komplex die Expression des Biofilmregulators CsgD, 
der für die Synthese von Curli wie auch von Cellulose benötigt wird. Der 
DgcC/PdeK-Komplex hingegen kontrolliert spezifisch nur die Cellulose-
Biosynthese. Unklar war bisher, ob sich aus weiteren GGDEF/EAL-Domänen-
Proteinen auch andere lokal wirkende DGC/PDE-Paare bilden können, welche in die 
spezifische Regulation der Biofilmbildung involviert sind. 
Das Ziel dieser Arbeit war es daher zu untersuchen, ob die 29 GGDEF/EAL-
Domänenproteine von E. coli ein spezifisches Interaktom  bilden, das weitere 
DGC/PDE-Pärchen enthält. Durch umfangreiche Two-Hybrid-Untersuchungen 
konnte gezeigt werden, dass es ein solches Interaktom in der 
Biofilmregulationskaskade tatsächlich gibt, das allerdings nicht in Pärchen 
organisiert ist. Vielmehr wird die Biofilmbildung von einer Kerngruppe von 
Enzymen, welche multiple Interaktionen untereinander und mit anderen 
GGDEF/EAL-Domänen-haltigen Proteinen aufweisen, kontrolliert. Die 
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Funktionsweise der Kerngruppe von Enzymen könnte jedoch möglicherweise unter 
bestimmten Wachstumsbedingungen durch Interaktionen mit weiteren Proteinen 
moduliert werden. Die Dynamik des Interaktionsnetzwerks ermöglicht vermutlich 
eine rationelle Ressourcenverwaltung in den verschiedenen Zonen des Biofilms, was 
zum Aufbau der komplexen Matrixarchitektur beitragen könnte, und eine hohe 
Anpassungsfähigkeit der Bakterien und der von ihnen aufgebauten 
Biofilmstrukturen gewährleisten könnte.  
In den Interaktionsstudien zeigte es sich auch, dass GGDEF-Domänen nicht 
nur Homodimere bilden können, was für die Aktivität als DGC essentiell ist, sondern 
dass die isolierten GGDEF-Domänen einiger weniger GGDEF-Domäne-haltigen 
Proteine auch sehr stabile Heterodimere mit den GGDEF-Domänen anderer solcher 
Proteine bilden können. Diese Beobachtung könnte auf einen neuen komplexen 
Regulationsmechanismus für DGC hinweisen. 
Im Rahmen dieser Arbeit konnte auch gezeigt werden, dass die 
Diguanylatzyklase DgcO sowohl interessante multiple Interaktionen mit anderen 
GGDEF/EAL-Domäne-haltigen Proteinen zeigt als auch unter bestimmten 
Bedingungen die Biofilmbildung auf multiple Weise beeinflusst. In Abwesenheit der 
zentralen DGC DgcE und DgcM konnte die Cellulosesynthese-stimulierende 
Hintergrundaktivität der DgcO nachgewiesen werden. Durch die Interaktion von 
DgcO mit der Cellulosesynthase-assoziierten PDE PdeK könnte DgcO womöglich 
selbst an der Cellulosesynthase platziert werden. Außerdem interagiert DgcO direkt 
mit DgcM und PdeR.  Es wäre daher vorstellbar, dass DgcO auch das lokale Modul 
DgcM/PdeR/MlrA beinflusst. Die Identifizierung der genauen Rolle von DgcO, das 
über seine N-terminale Globinsensor-Domäne auch sauerstoffreguliert ist, bei der 
Cellulosesynthese und damit der Biofilmbildung bedarf weiterer Untersuchungen.  
Insgesamt führt diese Arbeit aus einer systemischen Perspektive zu einem 
neuen Modell der lokalen Biofilmbildungsregulation durch den sekundären 
Botenstoff c-di-GMP und legt die Basis für weitere Untersuchungen der daran 
beteiligten Mechanismen einzelner GGDEF/EAL-Domäne-haltiger Proteine wie z.B. 






The secondary messenger molecule c-di-GMP stimulates the formation 
biofilms in most bacteria species. The enzymatic activities of the diguanylate cyclases 
(DGC, GGDEF domain proteins) and the phosphodiesterases (PDE, EAL domain 
proteins) adjust the c-di-GMP content in response to diverse stress and suboptimal 
environmental conditions.  Above all, Gram-negative bacteria and especially gamma-
proteobacteria have multiple GGDEF/EAL domain proteins. Escherichia coli K-12 
possesses 29 of such proteins: 12 DGCs, 13 PDEs and 4 so called degenerate proteins 
without any enzymatical function. Mainly, this complex c-di-GMP control system 
regulates the production of the extracellular biofim matrix, which in E. coli takes 
place during the switch into the stationary growth phase. The main compounds of 
the matrix are amyloid curli-fibers and exoplysaccaride cellulose. 
In E. coli, c-di-GMP and thereby the biofim matrix synthesis are controlled at 
two regulatory levels. Firstly, the antagonistic acting enzymes DgcE and PdeH set up 
the global c-di-GMP pool. Secondly, certain DGC/PDE moduls act rather locally. For 
instance, the DgcM/PdeR complex controls the expression of the biofilm regulator 
CsgD, which is required for the synthesis of curli and also cellulose. Moreover, the 
DgcC/PdeK pair controlles specifically the cellulose biosynthesis only. So far it was 
unclear, which of the rest of the 29 GGDEF/EAL domain proteins form DGC/PDE 
pairs and contribute specifically to biofilm formation.    
The goal of this work was to investigate, whether the 29 GGDEF/EAL domain 
proteins from E. coli develop a specific interactome containing additional DGC/PDE 
pairs. In a comprehensive two-hybrid study, it could be demonstrated that there is 
indeed a specific interactome in the biofilm formation cascade. However, this 
interactome does not contain additional DGC/PDE pairs. Mainly, the core group of 
enzymes, which have multiple interactions among each other and with other 
GGDEF/EAL domain proteins, controls biofilm formation. Under certain growth 
conditions the mode of action of the core enzymes might be adjusted through the 
interaction with other proteins. Presumably, the dynamics of the interaction network 
allows managing the resources in the different biofilm zones efficiently, which could 
conribute to the complex organisation of the matrix architecture. Therefore, the rapid 
adaptation of bacteria and the formed biofilm structures could be better organized. 
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 During the interaction studies, it was shown that GGDEF domains form 
homodimers, which is essential for the activity of a DGC. Moreover, some GGDEF 
domains bind other GGDEF domains and form very stabile heterodimers. This 
observation could indicate a novel complex regulatory mechanism of DGC. 
 In this work, it could be demonstrated that the DGC DgcO has both, 
interesting multiple interactions with other GGDEF/EAL domain proteins and it 
influences the biofilm formation under certain conditions. In the absence of the main 
enzymes DgcE and DgcM, the cellulose synthesis stimulating background activity of 
the DGC DgcO could be verified. Due to the interaction between DgcO and the PDE 
PdeK, which is associated with the cellulose synthase, DgcO itself could be possibly 
localized with the cellulose synthase. Moreover, DgcO interacts directly with DgcM 
and PdeR. It is conceivable, that DgcO could influence the DgcM/PdeR/MlrA local 
module. The identification of the detailed role of DgcO, which possesses the N-
terminal globin sensor domain and which is additionally regulated by oxygen 
aviability, requires further investigations. 
 Altogether, this work provides a new model for the local regulation of the 
biofilm formation by the secondary messenger c-di-GMP guided from a systemical 
perspective. Hereby, the basis for further investigations on regulation mechanisms of 



















Переход! от! подвижного! и! планктонообразного! образа! жизни! к!!
формированию! биоплёнок! является! важной! и! интересной! особенностью!
различных! микроорганизмов.! Кишечная! палочка! (Escherichia) coli)! представляет!
собой! удобный!модельный! организм! для! изучения! подобных! трансформаций.! У!
этой! грамотрицательной! бактерии,! как! и! у! подавляющего! большинства!
микроорганизмов,! образование! биоплёнки! обусловлено! внутриклеточной!
аккумуляцией! циклического! дигуанилата! (циклоMдиГМФ),! концентрация!
которого! зависит! от! условий! окружающей! среды! Известно,! что! активность!
ферментов,! синтезирующих! (дигуанилатциклазы! (ДГЦ)! ! со! структурными!
доменами! GGDEF)! и! разлагающих! (диэстеразы! (ДЭ)! со! структурными! доменами!
EAL)! эти! сигнальные! молекулы,! меняется! в! ответ! на! стрессовые! и!
субоптимальные!раздражители.!Кишечная!палочка!имеет!12!ДГЦ,!13!ДЭ!и!четыре!




регулируется! противоположнодействующими! ферментами! DgcE! и! PdeH.! В! свою!
очередь,! локальный! уровень! циклоMдиГМФ!определяется! специализированными!
ДГЦ/ДЕ!модулями!DgcM/PdeR!и!DgcC/PdeK,!которые!стимулируют!производство!
адгезивных! белков! и! целлюлозы! (основные! компоненты! биоплёночной!
матрицы).! Цель! данной! работы! –! изучить! специфический,! важный! при!
формировании!биоплёнки!интерактом!и!выяснить,!способны!ли!другие!белки!со!




интерактоме! дополнительных! локальных! ДГЦ/ДЕ! модулей,! участвующих! при!
каскадных! процессах! регуляции! роста! биоплёнки.! Установлено,! что! процесс!
формирования!биоплёнки!в!большей!степени!контролируется!основной!группой!
ферментов,! которые! имеют! множественные! взаимодействия! между! собой! и! с!
другими! белками,! содержащими! структурные! домены! GGDEF/EAL.! Вероятнее!
всего,! такие! взаимодействия! способны! модулировать! работу! основных!
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ферментов! при! определенных! условиях! культивирования.! Динамика! подобной!
сети! взаимодействий! позволяет! микроорганизмам! целесообразно! использовать!
свои! клеточные! ресурсы! при! образовании! биоплёнок! и! вносит! свой! вклад! в! её!
сложную! архитектуру,! повышая! тем! самым! приспособляемость! бактерий! и!
созданных!ими!сложных!биоплёночных!структур!к!внешним!условиям.!
С! помощью! молекулярных! взаимодействий! была! изучена! также!
способность!отдельно!изолированных!структурных!доменов!GGDEF!образовывать!
не! только! гомодимеры,! необходимых! для! функциональности! ДГЦ,! но! и! гетероM
димеры,! существование! которых,! возможно,! открывает! новые! механизмы!
сложной!регуляции!ДГЦ.!!
В! рамках! данной! работы! было! продемонстрировано,! что! дигуанилатM
циклаза! DgcO! имеет! интересные! взаимодействия! с! некоторыми! белками,!
содержащими!структурные!домены!GGDEF!и!EAL,!и!кроме!того,!при!определенных!
условиях! оказывает! множественное! влияние! на! формирование! биоплёнки.! Так,!
было! показано,! что! при! отсутствии! основных! ферментов! DgcE! и! DgcM! фоновая!
активность! DgcO! способствует! синтезу! целлюлозы.! Благодаря! взаимодействию!
DgcO! с! диэстеразой! PdeK,! ! которая! непосредственно! связана! колокализацией! с!
целлюлозосинтазой,! не! исключено,! что! DgcO,! как! следствие,! также! может!
напрямую! взаимодействовать! с! целлюлозосинтазой.! Кроме! того,! DgcO!
взаимодействует!как!с!DgcM,!так!и!с!PdeR.!Вследствие!этого!можно!предположить,!
что! специфическая! функция! DgcO! также! связана! с! локальным! модулем!
DgcM/PdeR/MlrA.! Однако! для! определения! точной! физиологической! функции!
DgcO!в!формировании!биоплёнок!необходимы!дальнейшие!исследования.!
В!целом,!в!данной!работе!предложена!новая!модель!локальной!регуляции!
образования! биоплёнки! с! помощью! сигнальной! молекулы! циклоMдиГМФ! и! на!







1. Einleitung  
 
1.1 Biofilm als multizelluläre Lebensform von Escherichia coli  
 
Ihr weit verbreitetes Vorkommen verdanken die Bakterien ihren außerordentlich 
hohen Anpassungsfähigkeiten, welche durch unterschiedliche stressauslösende 
Faktoren im Laufe der Evolution entwickelt wurden und die Besiedlung praktisch 
aller ökologischen Nischen ermöglicht hat.  
Als stressauslösende Umweltfaktoren können beispielsweise suboptimale Kälte- 
oder Hitzeschock-erzeugende Temperaturen, hohe oder niedrige Salzkonzentration, 
pH-Wert-Schwankungen, Nährstoffmangel oder Antibiotika genannt werden. Für 
pathogene Bakterien wird außerdem das Immunsystem des Wirts zum Stressfaktor. 
Neben solchen „Anpassungswerkzeugen“ wie die natürliche Kompetenz und 
Konjugation sind vor allem intrazelluläre Regulationsprozesse an der Selektion und 
anschließendem Überleben beteiligt. Sich ändernde Außenbedingungen lösen 
kompliziert gesteuerte Genexpressions- und Regulationskaskaden aus, welche 
Veränderungen in dem Metabolismus und in allen funktionellen Ebenen wie 
Transkriptom, Proteom sowie Interaktom zur Folge haben.  
Den nachteiligen Außeneinflüssen wird auch das Gram-negative Bakterium 
Escherichia coli aus der Familie der Enterobacteriacaen ausgesetzt, wenn es sein 
optimales Habitat mit konstanten Bedingungen, den Darm von Säugern, verlässt. 
Außer einer Temperaturänderung (von 37°C auf niedrigere Temperaturen) wird der 
Nährstoffmangel des Außenmilieus wahrgenommen. Als erste Reaktion wird bei E. 
coli die Motilität, oder Beweglichkeit der Zellen, beobachtet, was die Chemotaxis 
entlang des Nährstoff-Konzentrationsgradienten ermöglicht. Außerdem hat dieses 
Verhalten hat das Ziel, mithilfe der rotierenden Proteinfasern, Flagellen, den 
negativen Einwirkungen zu entfliehen [Adler und Templeton, 1967]. Wenn die 
Effizienz dieser Überlebungsstrategie gering bleibt, wird die Flagellensynthese 
abgeschaltet, damit die Energie gespart und das Standhalten der Zellen auf eine 
andere Weise gesichert wird [Li et al., 1993]. Es folgt schließlich die Synthese von 
Adhäsionsproteinen, so genannten Curli-Fasern, welche als dünne aggregative 
Fasernstrukturen die Zell-Zell- sowie Zell-Oberflächen-Kontakte ermöglichen (s. 
auch Kapitel 1.1.1) [Beloin et al., 2008; Römling et al., 2000]. Eine extrazelluläre 




multizelluläre Lebensform bei 90% aller Bakterienarten in der Natur vorkommt 
[Costerton et al., 1995].  
Der Prozess der Biofilmbildung ist komplex organisiert [Bescharova et al., 
2016; Costerton et al., 1995; Gerstel und Römling, 2001; Prigent-Combaret et al., 2000] 
und bietet einen ausreichenden Schutz gegen Stressfaktoren wie z.B. Austrocknung 
[Chang et al., 2007], UV-Strahlung [Elasri und Miller, 1999], pH-Wert-Schwankungen 
[Davey und O’Toole, 2000] sowie Antibiotika [Hoyle und Costerton, 1991; Luppens 
et al., 2002].  
Die Tatsache, dass pathogene Bakterien in Biofilmen sehr schwer zu 
bekämpfen sind, führt zur Entstehung chronischer Erkrankungen, wie es z. B. durch 
uropathogene, Meningitis-auslösende und enterische	 E. coli (UPEC, NMEC 
beziehungsweise ETEC) der Fall ist [Kaper et al., 2004; Al Safadi et al., 2012]. 
Außerdem stellt die Biofilmbesiedlung medizinischer Katheter und Prothesen ein 
Problem dar [Anderson and O’Toole, 2008; Donlan, 2008]. Darüber hinaus werden 
Arbeitsoberflächen in der Industrie (auch in der Lebensmittelherstellung) durch die 
Biofilmbildung kontaminiert, was eine Senkung der Produktionseffizienz zur Folge 
hat [Van Houdt et al., 2010]. 
In Abb. 1.1 sind die Entwicklungsstadien der Biofilmbildung detaillierter 
dargestellt. Zuerst findet eine reversible Anheftung vereinzelter motiler Zellen an 
einer abiotischen Oberfläche statt, wobei ihre Flagellen direkt beteiligt sind [Wood et 
al., 2006]. Als nächstes werden adhäsive Strukturen wie die Curli-Fasern, Typ-I- 
Fasern und konjugative Pili synthetisiert, welche eine irreversible Befestigung der 
Bakterien an der Oberfläche ermöglichen. Im Gegensatz zu flüssiger Umgebung 
werden feste Oberflächen bevorzugt besiedelt, da sie weniger Moleküle absorbieren 
und eine bessere fluktuationsarme Haftfläche bieten [Palmer et al., 2007]. Außer einer 
Stützfunktion liefern die Oberflächen auch die Nährstoffe. Interessanterweise wird 
dabei die Biofilmbildung nicht durch ein hohes Nährstoffangebot gefördert: 
Wachstum an reichhaltigen Substraten führt entweder zu keiner Biofilmbildung oder 
zur Entstehung lockerer Schuppen-ähnlicher Strukturen, welche durch Scherkräfte 
leicht entfernt werden können [Costerton et al., 1995; Jackson et al., 2002].   
Durch Teilung der Zellen in der unteren Schicht werden ihre Tochterzellen 
nach oben geschoben und es entstehen zuerst Mikrokolonien aus wenigen 




Kontakte kommt es schließlich zur Reifung eines dreidimensionalen Biofilms [Beloin 
et al., 2008; Serra et al., 2013b].  
 
Abb. 1.1 Entwicklungsstadien des E. coli-Biofilms. A: Motiler planktonischer Lebensstil, Flagellen 
werden synthetisiert. B: Vereinzelte Anheftung der Zellen (Mikrokolonien). C: Reifer Biofilm: untere 
Bakterienschicht ist teilungsfähig und besitzt Flagellen sowie Curli-Proteinen (Curli sind nicht 
abgebildet). Mittlere Schicht stellt die „Bistabilitätszone“ dar. Zellen der oberen Schicht sind 
kugelförmig, teilen sich nicht und produzieren Biofilmmatrix (gelb gekennzeichnet). D: Dispersion 
(Auflösung) durch mechanische Einwirkungen.  
 
In E. coli-Biofilmen wird eine klare phänotypische Heterogenität beobachtet: 
während die Zellen an der Oberfläche Flagellen besitzen, stäbchenförmig und 
teilungsfähig sind, werden Zellen oberer Schichten einem Nährstoffmangel 
ausgesetzt, sie werden kugelförmig, teilen sich nicht und produzieren vermehrt 
Adhäsionsproteine und Exopolysaccharide [Serra and Hengge, 2014; Serra et al., 
2015]. In den mittleren Biofilmschichten befinden sich Zellen, die eine Bistabilität 
aufweisen: die benachbarten Zellen sind zwar genetisch identisch, können sich aber 
jedoch physiologisch (phänotypisch) unterscheiden. Eine variable Genexpression 
und Rauschen der Genexpression (unterschiedliche Transkriptmengen) sind dafür 
verantwortlich, die ihrerseits durch die im Biofilm vorhandenen Diffusions-
gradienten von Sauerstoffmolekülen, Nährstoffen oder Signalmolekülen (z. B. bei 
Quorum sensing) beeinflusst werden [De Beer et al., 1994; Stewart, 2003].   
Durch mechanische Einwirkung können sich Bakterien aus dem Biofilm lösen 
und wieder zum planktonischen Lebensstil zurück kehren, was als Dispersion 












1.1.1 Curli-Fasern in der Biofilmbildung 
 
Curli-Fasern, als Adhäsionsstrukturen, spielen eine wichtige Rolle in der 
Biofilmarchitektur [Beloin et al., 2008]. In E. coli-Biofilmen bilden sie ein 
Flechtkörbchen-ähnliches Netz, die die Zellen der oberen Schicht umschliessen [Serra 
et al., 2013b]. Die Synthese von Curli ist mit der Flagellen-Produktion invers 
abgestimmt (s. auch Kapitel 1.4) [Pesavento et al., 2008]. 
Zwei divergent transkribierte Operone kodieren für diese 
Strukturkomponente: die Expression des csgBAC-Operons führt zur Synthese der 
kleinen Curli-Untereinheit CsgB und der Curli-Hauptuntereinheit CsgA, welche 
exportiert werden und sich außerhalb der Zelle assemblieren [Hammar et al., 1995 
und 1996]. Das CsgC-Protein bleibt bis dato uncharakterisiert. Die Expression des 
csgDEFG-Operons resultiert in der Synthese der CsgE-, CsgF- und CsgG-Proteine, 
welche die Curli-Export-Maschinerie darstellen [Chapman et al., 2002; Robinson et al., 
2006]. Darüber hinaus wird der wichtigste Transkriptionsfaktor der Biofilmbildung 
produziert: das CsgD-Protein, welches unter E. coli Stämmen hoch konserviert ist 
[Povolotsky, 2014]. 
CsgD als Masterregulator stimuliert direkt die Curli-Synthese und indirekt die 
Cellulose-Synthese (s. auch Kapitel 1.4) [Brombacher et al., 2003; Hengge, 2011a; 
Prigent-Combaret et al., 2001; Römling et al., 2000]. Die Expression des CsgD-Proteins 
selbst ist komplex reguliert; sie ist Temperatur-abhängig und findet in vielen E. coli- 
Stämmen bei Temperaturen unter 30°C statt [Bokranz et al., 2005].    
 
1.1.2 Cellulose als Bestandteil der Biofilmmatrix 
 
Das Biopolymer Cellulose kommt nicht nur in der pflanzlichen Zellwand vor, 
sondern ist auch eine wichtige Struktur-gebende Komponente der bakteriellen 
Biofilme. Seitdem das Exopolysaccharid Cellulose als eine Komponente der 
extrazellulären bakteriellen Biofilmmatrix zuerst in Gluconacetobacter xylinus 
identifiziert wurde, berichten mehrere Studien anderer Bakterienarten darüber [Ross 
et al., 1991; Römling, 2002; Serra et al., 2013a; Solano et al., 2002; Zogaj et al., 2001].   
Ähnlich wie bei der Curli-Synthese werden auch die für den Cellulosemetabolismus 
relevanten Proteine in zwei divergent transkribierten Operonen kodiert: in dem yhjR- 




Das yhjR-bcsQABZC-Operon ist mit wenigen Variationen in vielen Beta- und 
Gamma-Proteobakterien konserviert und stellt eine Grundmaschinerie der 
Celluloseproduktion dar [Römling and Galperin, 2015]. Die Funktion des YhjR-
Proteins, dessen Bildung durch RpoS positiv gesteuert wird, ist unklar [Richter, 
2016]. BcsQ trägt möglicherweise zu der polaren Lokalisation des Cellulosesynthese-
komplexes bei [Le Quere and Ghigo, 2009]. Nichtsdestotrotz ist BcsQ für die 
Cellulosesynthese essentiell und seine schwache oder fehlende Genexpression 
verursacht den Cellulose-negativen Phänotypen des E. coli-Stamms K-12 [Le Quere 
and Ghigo, 2009].  
Der E. coli-Stamm W3110 produziert keine Cellulose. Grund dafür ist der 
Einzelnukleotid-Polymorphismus in der Sequenz des bcsQ-Gens, welcher ein 
Stopkodon an dem 5’-Ende des bcsQ-Gens zur Folge hat [Richter, 2016]. Nach 
Behebung des Einzelnukleotid-Polymorphismus des bcsQ-Gens und den polaren 
Effekten auf die stromabwärts liegenden Operongene, konnte die Expression von 
sowohl bcsQ- als auch bcsA-Genen in E. coli-Stamm AR3110 ermöglicht werden [Serra 
et al., 2013a]. Infolgedessen findet die Cellulosesynthese in der Biofilmbildung des 
AR3110-Stamms statt.  
BcsA ist eine an der inneren Membran gebundene Glycosyltransferase, welche 
die Uridindiphosphat-Glucose (UDP-Glucose) unter Abspaltung von UDP als 
Substrat an das wachsende Cellulose-Polymer überträgt und verknüpft [Morgan et 
al., 2012; Whitney and Howell, 2013]. Dabei wird das Biopolymer durch die innere 
Membran ins Periplasma transportiert, wo sein weiterer Export durch die äussere 
Membran mit Hilfe des Porin-bildenden BcsC-Proteins gewährleistet wird [Rehman 
and Rehm, 2013; Whitney and Howell, 2013]. Die Expression von bcsA wird ebenfalls 
durch RpoS stimuliert [Richter, 2016]. Außerdem besitzt das BcsA-Protein eine PilZ-
Domäne, welche c-di-GMP bindet und durch eine allosterische Regulation seine 
enzymatische Aktivität steuert (s. auch Kapitel 1.3.4) [Amikam and Galperin, 2006; 
Ryjenkov et al., 2006]. BcsA bildet zusammen mit der Co-Synthase BcsB einen 
Komplex, welcher die Cellulosesynthese in vitro ermöglicht [Morgan et al., 2012]. 
Während BcsA eine direkte Bindung mit dem Cellulose-Polymer eingeht, konnte für 
BcsB allerdings keine Interaktion mit Cellulosefasern gezeigt werden [McNamara et 




welche potentielle Spannungen oder fehlerhaft gebildete Cellulose-Fibern im 
Periplasma beseitigt [Delmer, 1999]. 
Die Kontrolle über die Celluloseproduktionsmaschinerie wird in E. coli durch 
das lokale DgcC/PdeK/BscB-Proteinmodul gewährleistet (s. Kapitel 1.3) [Richter, 
2016].  
Das bscEFG-Operon ist in Enterobacteriaceae	ebenfalls konserviert und wird für 
eine vollständige Celulose-Produktion zwar benötigt, seine genaue Funktion bleibt 
jedoch unklar [Solano et al., 2002; Zogaj et al., 2001].  
 
1.1.3 Andere Biofilmkomponenten  
 
Auch Wasser, Lipide, extrazelluläre Nukleinsäuren, Poly-ß-1,6-N-Acetyl-
Glucosamin (PGA) und Kolansäure sind in den bakteriellen Biofilmen enthalten 
[Beloin et al., 2008; Flemming and Wingender, 2010]. Interessanterweise sind nur 10% 
des Biofilm-Gesamtgewichts als Trockenmasse identifizierbar, der Rest ist Wasser 
[Flemming and Wingender, 2010].  
Das Polysaccharid PGA ist wichtig für die Zell-Zell-Adhäsion und die 
Befestigung eines Biofilms an der Oberfläche [Beloin et al., 2008; Wang et al., 2004]. 
Das negativ geladene Polysaccharid Kolansäure spielt eine Rolle bei der 
Kapselbildung, verleiht Schutz gegen Austrocknung und ist für die Ausreifung eines 
Biofilms unabkömmlich [Beloin et al., 2008; Ophir and Gutnick, 1994]. 
Die Zusammensetzung aller Biofilmkomponenten bestimmt die phänotypischen 
Merkmale einer unter Laborbedingungen kultivierten Makrokolonie, welche einen 
natürlichen Biofilm darstellt. So führt zum Beispiel die gleichzeitige Expression von 
Curli-Fasern und Cellulose in E. coli und Salmonella typhimurium zur Ausprägung des 
so genannten „rdar“-Morphotyps (red, dry and rough) [Römling, 2005]. Dieser 
Phänotyp ist durch eine flache Kolonieform, rau-trockener Oberfläche sowie 
wellenartige Koloniegrenzen charakterisiert. Während der Curli- und Cellulose-
produzierende E. coli–Stamm AR3110 netzartige strukturreiche Biofilme ausbildet, 
sind die Makrokolonien des nur Curli-produzierenden E. coli–Stamms W3110 durch 







1.2 Regulation der Genexpression in Bakterien  
 
Die Anpassung an hohe Fluktuation der Außenbedingungen soll schnell und 
sehr effizient die Genexpression sowie alle zelluläre Vorgänge eines Bakteriums 
modulieren. Dabei ist de novo-Proteinsynthese oft zeitlich und energetisch 
aufwändig, wodurch sich eine alternative Anpassungsstrategie im Laufe der 
Evolution biologischer Systeme entwickelt hat. Es handelt sich um eine allosterische 
oder posttranslationale Regulation der bereits translatierten Proteine, was 
energetisch günstiger ist. Dadurch wird die Energiebilanz eines offenen Systems am 
produktivsten verwaltet.  
Für diese Regulationsart eignen sich Botenstoffe mit niedriger Molekularmasse 
am besten. Zyklische Nukleotide als Signalmoleküle spielen eine wichtige Rolle in 
allen Organismen. Chemisch gesehen setzen sie sich aus stets in der Zelle 
verfügbaren Nukleotiden, Zuckern und Phosphat-Resten zusammen, was ihre rasche 
Synthese oder ihren Abbau erlaubt. Dadurch kann eine schnelle Regulation vieler 
essentieller zellulärer Prozesse garantiert werden. In der Tabelle 1.1 sind die bis jetzt 
bekannten Botenstoffe aufgelistet.  
Das Signalmolekül c-di-GMP ist direkt in die Biofilmbildung involviert und 
wird daher im Kapitel 1.3 detalliert beschrieben. 
Bakterielle Signalnukleotide können an Proteine und Riboschalter 
(Riboswitches, komplexe RNA-Strukturen) binden, die dann schließlich als 
„Werkzeuge“ für die Regulation unterschiedlicher zellulärer Prozessen fungieren 
[Kalia et al., 2013]. Über c-di-GMP-bindende Effektorproteine wird im Kapitel 1.4 
berichtet.  
Als ein typischer Regulationsmechanismus der Genexpression sind Zwei-
Komponenten-Systeme bekannt. Sie bestehen klassischerweise aus einem Membran-
gebundenen Sensorprotein (Sensor-Histidinkinase, erste Komponente) und einem 
cytoplasmatischen Regulatorprotein (Response-Regulator, zweite Komponente). Die 
Sensorkinase besitzt spezielle Sensor-Domäne, welche die Wahrnehmung 
bestimmter Außensignale ermöglicht. Anschließend finden die ATP-abhängige 
Autophosphorylierung der Sensorkinase und die Phosphatübertragung auf das 
Regulatorprotein statt. Dadurch wird das letztere Protein aktiviert und kann 




Genexpression oder Enzymaktivitäten als eine Reizantwortreaktion steuern [Stock et 
al., 2000]. Nicht selten sind die Sensorkinase und das Regulatorprotein als Domänen 
in einem einzigen Protein vereint.  
Die Kommunikation und Anpassung des bakteriellen Metabolismuses an die 
Außenbedingungen wird durch Zusammenspiel und Wechselwirkungen vieler 
Faktoren gewährleistet. Dabei spielen Signalmoleküle eine wichtige Rolle in der 
Dynamik der zellulären Vorgänge. 
 
Tab. 1.1 Signalnukleotide und ihre Funktionen in Bakterien. 
 














Motilität; Virulenz; Quorum-Sensing 
 
 
Gao et al., 2016; 













Zelldifferenzierung in Cyanobakterien; 
Virulenz  
 
Gao et al., 2016; 












Alarmon bei Nährstofflimitation 
(Stringente Kontrolle); Quorum-
Sensing; Stressantwort in Pflanzen 
 
Kalia et al., 2013; 
Gao et al., 2016; 













Kaliumhaushalt und Osmoregulation; 
Überlebensstrategie von Listeria 
monocytogenes innerhalb des Wirtes; 
DNA-Reparatur; Kontrolle über 
Transkriptionsinitiation; Sporulation; 
Biofilmbildung bei B. subtilis 
 
 
Gundlach et al., 
2017;  
Römling, 2008; 
Woodward et al., 
2010; 














Kontrolle über Transkriptionsinitiation; 
Wechsel des Lebensstils (Motilität vs. 





Jenal et al., 2017;   
Römling et al., 2013; 
Krasteva and 
Sondermann, 2017;  























Die Wachstumsphasen eines Bakteriums sind im Wesentlichen durch die 
Nährstoffverfügbarkeit bestimmt. Zwei wichtige physiologische Stadien werden 
dabei bei E. coli unterschieden: das bewegliche (motile) Einzelzell- (planktonisches) 
Stadium und das sessile multizellulläre Stadium (Biofilm) [Hengge, 2011]. 
Unter Laborbedingungen sind außerdem folgende bakterielle 
Wachstumsphasen zu unterscheiden: exponentielle (log-Phase, mit hoher 
Nährstoffkonzentration und schneller Zunahme der Zellzahl), post-exponentielle 
(mit sinkender Nährstoffkonzentration und begonnener Synthese von Flagellen) und 
stationäre Wachstumsphase (mit geringer Nährstoffkonzentration, eingestellter 
Zellteilung und erhöhter Stressresistenz) (s. auch Kapitel 1.4). Weitere 
Wachstumsphasen, wie die lag-Phase („Einstellungsphase“) und die Absterbe-Phase, 
treten nach einer langen Bakterien-Kultivierung auf. Im Biofilm sind die motile und 
sessile Wachstumsstadien als zwei Zellschichten gleichzeitig vertreten (s. auch 
Kapitel 1.1) [Serra and Hengge, 2014; Serra et al., 2015].   
Der Übergang zwischen einzelnen Wachstumsphasen geschieht durch die 
Regulation der Genexpression. Diese wird sowohl durch Transkriptionsfaktoren (s. 
Kapitel 1.2.2) als auch durch Sigmafaktoren moduliert. 
In Tabelle 1.2 sind sieben Sigmafaktoren aus E. coli aufgelistet. RpoE und FecI 
sind extracytoplasmatische Proteine, die restlichen Sigmafaktoren befinden sich stets 
im Cytoplasma [Angerer et al., 1995; Braun et al., 2003]. Bei der Transkription setzt 
sich die RNA-Polymerase aus mehreren Untereinheiten zusammen, wobei die 
Sigmafaktoren um das Core-Enzym miteinander kompetitieren und sich gegenseitig 
verdrängen können. Die unterschiedliche Promotorerkennung ermöglicht dabei die 
Transkriptionsinitiation verschiedener Regulons [Gruber and Gross, 2003].      
 Die Zellen der untersten Schicht eines Biofilms befinden sich in der (post-) 
exponentiellem Wachstumsphase, damit sie die Nährstoffe der Oberfläche noch 
gewinnen können [Serra and Hengge, 2014; Serra et al., 2015]. Das Core-Enzym der 
RNA-Polymerase rekrutiert somit überwiegend den vegetativen Sigmafaktor RpoD, 
wodurch die Expression der so genannten Haushaltsgene stattfindet. Das sind Gene, 





















































Lim and Gross, 2011 
 
RpoF (FliA, σF) 
 
 
















Braun et al., 2003; 













dazu befinden sich Zellen der oberen Biofilmschicht in der stationären 
Wachstumsphase [Serra et al., 2015] und sind dem generellen Stress ausgesetzt 
(Nährstoffmangel und andere Stressbedingungen) [Hengge, 2011]. Dabei wird der 
Sigmafaktor RpoS aktiv und die globale Stressantwort wird eingeleitet, indem die 
Expression von ca. 10% der Gene des E. coli-Genoms beginnt [Weber et al., 2005]. Das 
RpoS-Netzwerk ist somit für die Biofilmbildung entscheidend und wird im Kapitel 




Als eine weitere Gruppe von Regulatoren der bakteriellen Genexpression sind 
Transkriptionsfaktoren bekannt. In E. coli sind das über 300 Proteine, die die 
Genexpression positiv oder negativ modulieren können [Browning and Busby, 2004; 
Seshasayee et al., 2011]. Transkriptionsfaktoren besitzen meistens ein DNA-
bindendes Helix-Turn-Helix-Motiv und oft eine sensorische Domäne [Seshasayee et 
al., 2011]. Durch eine erhöhte Affinität des Ziel-Promoters für die RNA-Polymerase 




können Transkriptionsfaktoren als Repressoren der Transkriptionsinitiation 
fungieren, in dem sie die Bindung von RNA-Polymerase an Promotoren 
unterbinden. Durch posttranlationale Modifikationen, wie z.B. eine 
Phosphorylierung, oder auch direkte Interaktionen mit anderen Proteinen oder 
Liganden können Transkriptionsfaktoren selbst einer Regulation unterliegen. 
In der Biofilmbildung ist der CsgD-Transkriptionsfaktor für die Synthese von 
Curli-Fasern und Cellulose entscheidend (s. Kapitel 1.1.1 und 1.4). 
 
1.3 Der bakterielle sekundäre Botenstoff c-di-GMP 
 
Vor dreißig Jahren wurde das zyklische Dinukleotid c-di-GMP als der 
allosterische Aktivator einer Komponente des Cellulosesynthase-Komplexes in 
Gluconactebacter xylinus (früher: Acetobacter xylinum) entdeckt [Ross et al., 1987]. 
Mittlerweile wurde c-di-GMP als einer der wichtigsten ubiquitären sekundären 
Botenstoffe in Bakterien identifiziert und als ein wichtiger globaler Transmitter und 
Regulator mehrerer zellulärer Funktionen beschrieben [Römling et al., 2013].  
Die Bezeichnung „sekundärer Botenstoff“ bedeutet, dass nach der 
Wahrnehmung eines Außenreizes (primäre Signalleitung) eine weitere 
Signaltransduktion innerhalb der Zelle notwendig ist, was mit Hilfe der Nukleotid-
Moleküle (sekundäre Signalleitung) realisiert wird. 
 C-di-GMP ist an der Kontrolle der Transkriptionsinitiation und -termination, 
sowie -translation beteiligt [Boyd and O`Toole, 2012; Hengge, 2016]. Außerdem spielt 
c-di-GMP eine wichtige Rolle bei der Zelldifferinzierung, der Sporulation, der 
Virulenz, dem Quorum-Sensing, der Motilität und der Biofilmbildung [Hengge, 
2016; Kalia et al., 2013; Krasteva and Sondermann, 2017; Römling et al., 2012; 
Tschowri et al., 2014]. Darüber hinaus reguliert das c-di-GMP die Produktion 
unterschiedlicher sekundärer Metabolite wie z. B. Antibiotika in Streptomyces spp. 
oder Phenanzine in Pseudomonas spp. [Liang, 2015].   
Die intrazelluläre c-di-GMP-Konzentration variiert zwischen Nano- und 
niedrigem Micromolarbereich, was etwa 100-fach geringer als die geschätzte GTP-
Konzentration ist [Buckstein et al., 2008; Hengge, 2009a]. Das bedeutet, dass die 
Wirkung von c-di-GMP hoch spezifisch und streng reguliert werden muss [Hengge, 
2009a]. Der zelluläre c-di-GMP-Gehalt spielt z. B. bei dem Wechsel zwischen 




wird der bewegliche Lebensstil bei E. coli unterstützt [Pesavento et al., 2008]. Im 
Gegensatz dazu führen steigende c-di-GMP-Mengen zur Biofilmbildung (s. Kapitel 
1.4). 
Proteine, die c-di-GMP metabolisieren, wurden mit Hilfe bioinformatischer 
Methoden und Sequenzanalysen identifiziert [Galperin et al., 2001]. Das sind c-di-
GMP-synthetisierende GGDEF-Domänen-haltige Proteine und c-di-GMP-abbauende 
EAL-Domänen-haltige Proteine (s. Abb. 1.2). Die Anzahl der GGDEF/EAL-
Domänen-haltigen Proteine variiert stark in Bakterien [Seshasayee et al., 2010]. Das 
Gram-negative Bakterium E. coli verfügt über 29 GGDEF/EAL-Domänen-haltige 
Proteine, neunzehn von ihnen enthalten GGDEF-Domänen, siebzehn – EAL-
Domänen und sieben Proteine bestehen aus beiden Domänen (s. Tab. 1.3) [Hengge, 
2015]. Im Vergleich dazu wurden im Gram-positiven Bakterium Bacillus subtilis nur 
vier GGDEF-Domänen-haltige Proteine und drei EAL-Domänen-haltige Proteine 
identifiziert. Das Genom des Gram-negativen Bakteriums Vibrio vulnificus kodiert für 
ganze 93 GGDEF/EAL-Domänen-haltige Proteine [Jenal et al., 2017]. In manchen 
Bakterien wurden dagegen keine c-di-GMP-relevanten Proteine gefunden, wie z. B. 
in Helicobacter pylori oder in Chlamydiales [Jenal and Malone, 2006]. 
 
 
Abb. 1.2 Synthese und Hydrolyse von c-di-GMP. Das Signalmolekül setzt sich aus zwei Guanin-
Basen, zwei Ribose-Molekülen und Phosphaten zusammen. Durch die Diguanylatzyklase-Aktivität 
der GGDEF-Domänen-haltigen Proteine (DGC) werden zwei GTP-Moleküle verknüpft und c-di-GMP 
synthetisiert. Die Hydrolyse von c-di-GMP erfolgt durch die Phosphodiesterase-Aktivität der EAL-
Domänen-haltigen Proteine (PDE, Endprodukt pGpG) oder HD-GYP-Domänen-haltigen Proteine 
(Endprodukt zwei GMP-Moleküle) [übernommen aus Boyd and O`Toole, 2012]. 
 
Sensor-Domänen der GGDEF/EAL-Domänen-haltigen Proteine können 
regulatorische Funktionen erfüllen, in dem sie Außensignale und -reize wahrnehmen 




Domänen reguliert wird: aktiviert oder stillgelegt [Hengge, 2011a; Schirmer and 
Jenal, 2009]. Die Mehrheit der 29 GGDEF/EAL-Domänen-haltigen Proteine in E. coli 
verfügen tatsächlich über verschiedene Sensor-Domänen wie GAF-, GAPE-, Globin-
Sensor-, HAMP-, MASE-, PAS-Domänen sowie CSS-Motive (s. Tab. 1.3) [Hengge et 
al., 2015]. Einige dieser Proteindomänen können Sauerstoff binden und somit eine 
Sauerstoff-abhängige Regulation ihrer enzymatisch aktiven Domänen gewährleisten. 
Ein Beispiel dafür wären die DgcO- und PdeO-Proteine, deren Aktivität Sauerstoff-
abhängig ist (s. Kapitel 1.3.1 und 1.3.2) [Tuckerman et al., 2011].  
Da ein Sauerstoff-Gradient im Biofilm besteht [De Beer et al., 1994], spielt die 
Verfügbarkeit der kleinen Gasmoleküle wie O2, CO und NO eine wichtige Rolle für 
homeostatische und adaptive physiologische Prozesse. Durch die Gas-Sensitivität 
können Transkription, Chemotaxis, Signalübertragung mittels sekundärer 
Botenstoffe und andere zelluläre Vorgänge beeinflusst werden [Aono, 2013; Farhana 
et al., 2012]. In einigen Fällen wird sogar die Expression der GGDEF/EAL-Domänen-
haltigen Proteine durch Sauerstoff-Verfügbarkeit reguliert: so wird das pdeF-Gen, 
welches für ein EAL-Domäne-haltiges Protein kodiert, unter anaeroben Bedingungen 
exprimiert [Lacey et al., 2010]. Außerdem wird das PdeF-Protein erst unter 
Sauerstoffentzug als c-di-GMP abbauendes Enzym aktiv [Lacey et al., 2010].  
 Über die sensorische PAS-Domäne wurde zuerst in Eukaryonten während der 
Sequenzanalysen des PER-Proteins (einem zirkadianischen Protein aus Obstfliege 
Drosophila spp.), des ARNT-Proteins (einem rezeptorischen Translokator der 
Wirbeltiere) und des SIM-Proteins (einem Entwicklungsregulator aus Drosophila spp.) 
berichtet [Ausmees et al., 2001; Ross et al., 1991]. Interessanterweise ist die PAS-
Domäne mit einer Vorkommensrate von 5,0 in Eukaryonten, 18,3 in Prokaryonten 
und 45,5 in Archeen in allen Lebensreichen weit verbreitet [Gilles-Gonzalez and 
Gonzalez, 2004; Henry and Crosson, 2011; Shimizu, 2013]. Die PAS-Domäne ist in die 
Signalübertragung (Phosphorylierung) und Protein-Protein-Interaktionen zwischen 
Histidinkinasen und Response-Regulatoren entweder direkt oder über Ko-Faktoren 







Tab. 1.3 GGDEF/EAL-Domänen-haltige Proteine in E. coli. Membrandomänen sind kursiv 
gekennzeichnet. Degenerierte und periplasmatische Domänen sind grau beziehungsweise blau 





















































Ein solcher Regulationsmechanismus wurde z. B. für die intra-molekulare 
Signalübertragung und anschliessende Kinase-Aktivität in Abhängigkeit von der 
Sauerstoffverfügung für das PAS-Domäne-haltige Aer-Protein in P. aeruginosa 
beschrieben [Airola et al., 2013].  
GAF- und LuxR-Domänen können Nukleotide beziehungsweise DNA binden 
und somit eine regulierende Funktion erfüllen [Ho et al., 2000; Reinders et al., 2016]. 
Mit Hilfe der Membran-assoziierten MASE-Domänen, periplasmatischen Ligand-
bindenden Cache-, CHASE- und GAPES-Domänen sowie den periplasmatischen 
CSS-Motiven (s. Kapitel 1.7) können Reize außerhalb des Cytoplasmas 
wahrgenommen werden [Anantharaman and Aravind, 2000;	 Hengge et al., 2015; 




Die Membran-assoziierten HAMP-Domänen (gefunden zuerst in 
Histidinkinasen, Adenylatzyklasen, Methyl-Akzeptor-Proteinen und Phosphatasen, 
sowohl in Eukaryonten, als auch in Prokaryonten) können die intramolekulare 
Signalweiterleitung von einer z. B. periplasmatischen Sensor-Domäne begünstigen. 
Dabei dimerisieren die HAMP-Domänen und eine Konformationsänderung des 
gesamten Proteins tritt auf. Dieser Mechanismus wurde für das YfiN-Protein in P. 
aeruginosa beschrieben [Giardina et al., 2013]. 
 
1.3.1 GGDEF-Domänen-haltige Proteine und c-di-GMP-Synthese 
 
GGDEF-Domänen-haltige Proteine sind durch das Vorhandensein des hoch 
konservierten GG(D/E)EF-Motivs (Glycin-Glycin-Asparaginsäure/Glutaminsäure-
Glutaminsäure-Phenylalanin) charakterisiert. Das intakte GGDEF-Motiv stellt das 
katalytisch aktive Zentrum (A-site) dar, welches für die enzymatische Aktivität der 
GGDEF-Domänen-haltigen Proteine, oder Diguanylatzyklasen (DGC), entscheidend 
ist [Ryjenkov et al., 2005; Simm et al., 2004]. Außerdem wurde ein zusätzliches 
konserviertes RxxD-Motif (Arginin, zwei beliebige Aminosäuren und 
Asparaginsäure) identifiziert, welches fünf Aminosäuren stromaufwärts der A-site 
liegt, und als das inhibitorische Zentrum (I-site) fungiert. Durch Bindung des 
Endproduktes (c-di-GMP) an die I-site wird die enzymatische Aktivität der 
Diguanylatzyklasen gehemmt [Chan et al., 2004]. Diese Auto-Inhibierung verhindert 
eine unnötige c-di-GMP-Überproduktion und erhöht die Spezifität der Wirkung des 
Signalnukleotids. 
 Die Synthese von c-di-GMP erfolgt durch Kondensation zweier GTP-Moleküle 
und ihre anschließende Zirkularisierung mit Hilfe der Phosphodiester-Bindungen   
(s. Abb. 1.2). Dabei ist eine antiparallele Dimerisierung der Diguanylatzyklasen eine 
Vorraussetzung für ihre katalytische Aktivität, denn jedes Monomer ein GTP-
Molekül als Substrat mit Hilfe der A-site binden soll [Chan et al., 2004; Paul et al., 
2004; Schirmer et al., 2009; Schirmer, 2016]. Eine Homodimer-Bildung wurde am 
Beispiel des Response-Regulators PleD aus Caulobacter crescentus gezeigt (s. Abb. 1.3) 
[Chan et al., 2004]. Außerdem wurde bei PleD festgestellt, dass seine Dimerisierung 
abhängig von der Phosphorylierung und Dimerisierung seiner N-terminalen 




WspR aus Humanpathogen Pseudomonas aeruginosa und Rrp1 aus Borrelia burgdorferi 
zeigen einen ähnlichen Dimerisierungsmechanismus [Schirmer and Jenal, 2009]. Es 
konnte daher extrapoliert werden, dass Konformationsänderungen und Aktivierung 
der katalytischen GGDEF-Domänen generell durch die N-terminalen Sensor-
Domänen erfolgt [Schirmer and Jenal, 2009]. Durch diesen Mechanismus wird 
spezifische und kontrollierbare c-di-GMP-Synthese garantiert. 
Darüber hinaus können Metallionen eine regulierende Wirkung auf die 
Dimerisierung und anschliessende katalytische Aktivität von DGC haben: die 
Bindung von Zinkionen an die N-terminale Domäne der DGC DgcZ entnimmt ihr 
beispielsweise die für die c-di-GMP-Synthese benötigte strukturelle Flexibilität ihrer 
GGDEF-Domäne und inaktiviert somit die enzymatische Aktivität [Zähringer et al., 
2013]. 
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Abb. 1.3 C-di-GMP-Synthese und Homodimer- sowie Tetramerbildung der Diguanylatzyklasen. A: 
Schematische Darstellung des c-di-GMP-Moleküls als Mono- (grüne Pfeile) und Dinukleotid (rote 
Pfeile) in der Cyclizierungsreaktion. Die Guanin-Base ist mit „G“ gekennzeichnet [übernommen aus 
Schirmer, 2016]. B: Kristallstruktur der separaten GGDEF-Domänen der DGC DgcZ. Zwei GGDEF-
Monomere sind mit Hilfe des c-di-GMP-Moleküls verknüpft. Das Signalmolekül ist an den A- sowie I-
sites gebunden [übernommen aus Zähringer et al., 2013]. Die Kristallstruktur des GGDEF-Domäne-
haltigen PleD-Proteins aus C. crescentus ist als Dimer (C) und Tetramer (aus zwei Dimeren) (D) 
dargestellt. Drei unterschiedliche Domänen sind farbig markiert, die GGDEF-Domäne ist grün 
gekennzeichnet. Das Endprodukt c-di-GMP ist mit der A-site und I-site assoziiert [übernommen aus 
Chan et al., 2004]. 
 
Interessanterweise ist auch eine Oligomerisierung der GGDEF-Domänen-
haltigen Proteine möglich. Beispielsweise konnte für die DGC HemDGC aus 
Desulfotalea psychrophila eine Tetramer-Bildung gezeigt werden [Sawai et al., 2010]. 
Das Tetramer des PleD-Proteins aus C. crescentus sind in Abb. 1.3 präsentiert [Chan et 




carotovorum	kommen in multiplen oligomersichen Formen vor, wobei ihre Tetramer-
Komplexe die höchste enzymatische Aktivität aufweisen [Burns et al., 2014].  
Obwohl das Genom von E. coli für zwölf potentiell aktive Diguanylatzyklasen 
(mit jeweils intakten A-sites) kodiert (s. Tab. 1.3), wurden bis jetzt nur wenige von 
ihnen als direkte Teilnehmer der spezifischen Regulationsmechanismen in der 
Biofilmbildung beschrieben. In einer Studie wird über eine Verzögerung der 
Matrixproduktion in der frühen Biofilmbildungsphase durch DgcQ und DgcN 
berichtet [Sanchez-Torres et al., 2011]. Darüber hinaus inhibiert DgcN unter 
Zellhüllstress die Zellteilung, in dem sie die Teilungsproteine FtsZ and ZipA bindet 
[Kim and Harshey, 2016]. Eine post-transkriptionalle Regulation der Expression von 
dgcT- und dgcZ-genen durch den Regulator des Kohlenstoffdepots CsrA wurde 
ebenfalls als ein c-di-GMP-Metabolismus-relevanter Vorgang beschrieben [Jonas et 
al., 2008]. Das DgcP-Protein wurde als eine in vitro aktive Diguanylatzyklase 
charakterisiert [Ryjenkov et al., 2005]. DgcP trägt zu der Biofilmbildung des 
Pflanzenpathogens Pseudomonas savastanoi bei und erhöht die Virulenz von P. 
aeruginosa, in dem sie die EPS-Produktion und die Synthese des Typ VI-
Sekretionssystem stimuliert [Aragon et al., 2015].  
Die Schlüsselenzyme in der Biofilmregulationskaskade sind allerdings die 
Diguanylatzyklasen DgcC, DgcE und DgcM [Lindenberg et al., 2013; Pesavento et al., 
2008; Richter, 2016]. Alle drei DGC sind unter E. coli-Stämmen hoch konserviert, 
durch RpoS positiv reguliert und werden bei 28°C in der stationären 
Wachstumsphase (in der oberen Biofilmschicht) translatiert [Povolotsky, 2014; 
Sommerfeldt et al., 2009]. Die Rollen von DgcE, DgcM und DgcC in der durch c-di-
GMP vermittelten Biofilmbildung in E. coli werden detaillierter in Kapiteln 1.3.4 und 
1.4 beschrieben. 
Strukturell gesehen, setzt sich die DGC DgcC (früher YaiC oder AdrA in 
Salmonella spp.) aus sechs N-terminalen Transmembrandomänen, einer sensorischen 
MASE2-Domäne und einer GGDEF-Domäne zusammen (s. Tab. 1.3). DgcC wurde 
als eine aktive DGC in vitro identifiziert [Richter, 2016]. In Salmonella spp. und in E. 
coli haben AdrA beziehungsweise DgcC einen spezifischen stimulierenden Einfluss 
auf die Cellulosesynthese [Garcia et al., 2004; Römling et al., 2002]. Zusammen mit 
der Phosphodiesterase PdeK und dem BcsB-Protein ist DgcC in die 




Die Proteinarchitektur der DGC DgcE (früher YegE) ist komplex und 
beinhaltet neben den elf N-terminalen Transmembrandomänen eine sensorische 
MASE1-Domäne, drei PAS-Domänen, eine Intakte GGDEF-Domäne sowie eine 
degenerierte EAL-Domäne (s. Tab. 1.3).  
Das DgcM-Protein (früher YdaM) setzt sich aus zwei N-terminalen PAS-
Domänen und einer intakten GGDEF-Domäne am C-Terminus zusammen (s. Tab. 
1.3). DgcM ist eine sowohl in vivo als auch in vitro aktive DGC und ist zusammen mit 
der Phosphodiesterase PdeR und dem Transkriptionsfaktor MlrA an der Curli-
Synthese direkt beteiligt (s. Kapitel 1.3.5) [Lindenberg, 2013]. 
Die DGC DgcO wurde ebenfalls gut untersucht. Strukturell gesehen, besteht 
das DgcO-Protein (alternativ YddV oder DosC) aus zwei Domänen: einer N-
terminalen Globin-Sensor- und einer C-terminalen GGDEF-Domäne (s. Tab. 1.3). 
Während die Globin-Sensor-Domäne von DgcO seine Klassifizierung zu den Globin-
Proteinen zulässt, gehört DgcO mit seiner intakten GGDEF-Domäne gleichzeitig zu 
der Proteinfamilie der Diguanylatzyklasen. Schliesslich wurde DgcO zu der 
Proteinfamilie der Globin-Sensor-haltigen Diguanylatzyklasen zugeteilt. Ihre 
Charakteristiken machen DgcO für chemische und biochemische Studien besonders 
interessant.  
Bis jetzt konnten bereits vier Globin-Sensor-haltige Diguanylatzyklasen aus 
verschiedenen Bakterienarten charakterisiert werden:  AvGReg aus Azotobacter 
vinelandi, BpGReg aus Bordetella pertussis, HemDGC aus Desulfotalea psychrophila	und 
PccGCS aus Pectobacterium carotovorum	[Thijs et al., 2007; Wan et al., 2009; Sawai et al., 
2010; Burns et al., 2014]. Die Globin-sensor-Domäne der Diguanylatzyklase BpeGReg 
aus B. pertussis bindet Sauerstoff und aktiviert beispielweise durch eine 
Konformationsänderung die katalytische Aktivität des Enzyms [Wan et al., 2009]. 
Diese vier Proteine und DgcO zeigen die gleiche Proteinarchitektur. Außerdem 
wurden DgcO-Homologe in vielen Bakterienarten identifiziert [Freitas et al., 2005], 
einschließlich der Pathogene wie Klebsiella pneumoniae and Shigella sonnei [Tarnawski 
et al., 2015]. 
Analog zu den bekanntesten Proteinen wie Hämoglobin oder Myoglobin, 
enthält die Globin-Sensor-Domäne von DgcO die prosthetische Häm-Gruppe, welche 
Sauerstoff (O2) aber auch Kohlenstoffmonoxid (CO) binden kann [Tuckerman et al., 




Gruppe beeinflusst direkt die katalytische Aktivität der GGDEF-Domäne von DgcO, 
wobei die 43. Aminosäure Thyrosin (Tyr43) des Globin-Sensors für die 
Sauerstoffbindung entscheidend ist [Kitanishi et al., 2010]. Außerdem hängt die 
enzymatische Aktivität von DgcO mit der Oxdationsstufe des Eisenatoms (Fe) 
zusammen, welches als Bestandteil der Häm-Gruppe als Fe(II) oder Fe(III) 
vorkommen kann. Diese Tatsache spiegelt eine direkte Regulation der 
Diguanylatzyklase-Aktivität von DgcO durch Außensignalswahrnehmung der 
Umwelt wider, denn das Fe(II) ist wasserlöslich und liegt vielmehr unter anaeroben 
Bedingungen vor, während das Fe(III) wasserunlöslich ist und bevorzugt unter 
aeroben Bedingungen entsteht. So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass 
enzymatisch aktive und inaktive DgcO-Formen durch Liganden seiner Globin-
Sensor-Domäne bestimmt werden: wenn Fe(III),- Fe(II)-O2- oder Fe(II)-CO-Komplexe 
entstehen, ist DgcO als Diguanylatzyklase aktiv [Kitanishi et al., 2010]. Dies bedeutet, 
dass DgcO in der Natur (und im Biofilm) unter aeroben Bedingungen aktiv ist.  
In mehreren Studien wurde über die Diguanylatzyklase-Aktivität des DgcO-
Proteins berichtet: in Rhizobium leguminosarum komplementierte es die ΔcelR2-
Mutante, die defekt in einer aktiven DGC war, und in Salmonella enterica wurde 
gestiegene c-di-GMP-Konzentration registriert, wenn das DgcO-Protein unter der 
Regulation seines nativen Promotors ektopisch überexprimiert wurde [Ausmees et 
al., 2001; Seem et al., 2004]. Außerdem wurde eine direkte c-di-GMP-Synthese durch 
DgcO in vitro beobachtet [Anzenbacher et al., 2014; Tuckerman et al., 2011].  
Die Genexpression von dgcO findet überwiegend in der stationären 
Wachstumsphase statt und wird durch RpoS positiv reguliert [Sommerfeldt et al., 
2009; Tagliabue et al., 2010; Weber et al., 2006]. Basierend auf den gelösten 
Proteinstrukturen einzelner DgcO-Domänen wurde eine Struktur des ganzen DgcO-
Proteins in Tarnawski et al., 2015 vorgeschlagen. 
Obwohl DgcO im Celullose-positiven E. coli-Stamm MG1655 auf die 
Genexpression des Curli-Produktion regulierenden csgBAC-Operons stimulierend 
wirken soll [Tagliabue et al., 2010], konnte diese Beobachtung im Celullose-negativen 







1.3.2   EAL-Domänen-haltige Proteine und c-di-GMP-Abbau 
  
Namengebend für die EAL-Domänen-haltigen Proteine ist das konservierte 
EAL- oder EVL-Motiv (Glutaminsäure-Alanin/Valin-Leucin), welches als 
katalytisches Zentrum der Phosphodiesterasen (PDE) fungiert [Hengge, 2009a; Jenal 
and Malone, 2006; Schirmer and Jenal, 2009]. Außerdem sind weitere Mg2+-bindende 
Aminosäuren für die enzymatische Aktivität wichtig [Rao et al., 2008; Schirmer and 
Jenal, 2009]. Eine zweite Gruppe der PDE stellen HD-GYP-Domänen-haltige Proteine 
mit konserviertem HHExxDGxxGYP-Motiv dar („x“ steht für zwei beliebige 
Aminosäuren). Diese Enzyme kommen seltener in Bakterien vor und sind in E. coli 
nicht vertreten [Hengge, 2009a; Jenal and Malone, 2006; Schirmer and Jenal, 2009]. 
Die Phosphodiester-Bindungen des Substrats c-di-GMP werden durch EAL-
Domänen-haltige Enzyme hydrolytisch abgespaltet (s. Abb. 1.3). Dabei entsteht das 
lineare Endprodukt 5’-Phosphoguanylyl-(3’-5’)-Guanosin (kurz: 5’-pGpG) [Christen 
et al., 2005; Rao et al., 2008]. Im Gegensatz dazu katalysieren HD-GYP-Domänen-
haltige Proteine einen zweistufigen Abbau von c-di-GMP zu 5’-pGpG und schließlich 
zu zwei GMP-Molekülen (s. Abb. 1.2) [Sultan et al., 2011].  
EAL-Domänen-haltige Proteine können regulatorische N-terminale Sensor-
Domänen besitzen und sind grundsätzlich als Monomere enzymatisch aktiv 
[Schirmer and Jenal, 2009]. Bei der PDE FimX aus P. aeruginosa wurde allerdings eine 
Homodimer-Bildung ihrer EAL-Domäne beobachtet (s. Abb. 1.5) [Robert-Paganin et 
al., 2012]. Außerdem wurde über eine Homodimerisierung der EAL-Domäne der 
PDE MorA aus Pseudomonas spp. berichtet (s. Abb. 1.4) [Phippen et al., 2014].  
Interessanterweise sind die oben genannten homodimerisierenden PDE Multi-
Domänen-Proteine (s. Abb. 1.4). Das gleichzeitige Vorhandensein der GGDEF- und 
EAL-Domänen innerhalb eines Proteins ist keine Seltenheit in bakteriellen 
Proteomen [Galperin, 2004; Galperin et al., 2001]. Oft übernehmen degenerierte 
Domänen eine regulierende Rolle, wodurch die Aktivität anderer Domänen 
allosterisch moduliert wird [Hengge, 2011a; Pesavento and Hengge, 2010]. Auf 
dieser Weise wird z. B. die enzymatische Aktivität der EAL-Domäne des 
zusammengesetzten PdeA-Proteins gesteuert: durch die Bindung von GTP-
Molekülen an der degenerierten GGDEF-Domäne wird die Substratffinität der EAL-




Proteine eine bifunktionale enzymatische Aktivität aufweisen, wie z. B. das DcpA-
Protein aus dem Pflanzenpathogen Agrobacterium tumefaciens, welches in 
Anwesenheit oder Abwesenheit eines regulatorischen Proteins als PDE 
beziehungsweise als DGC aktiv ist [Feirer et al., 2015].  
 












Abb. 1.4 Homodimer-Bildung der Phosphodiesterasen. A: Die Kristallstruktur der EAL-Domäne des 
FimX-Proteins aus P. aeruginosa ist zusammen mit dem Endprodukt 5`-pGpG (im Hohlraum) 
dargestellt. Das FimX-Protein besteht aus einer Response-Regulator-Domäne, einer PAS-PAC-Sensor-
Domäne, einer degenerierten GGDEF-Domäne sowie einer intakten EAL-Domäne. Die EAL-
Monomere sind grün und rot markiert. Die 5`-pGpG-Moleküle sind räumlich getrennt, so dass keine 
Bindung oder Rückreaktion möglich ist [übernommen aus Robert-Paganin et al., 2012]. B: Die 
Kristallstruktur des MorA-Proteins aus Pseudomonas spp. und seine dimerisierenden EAL-Domänen 
sind zusammen mit dem Substrat c-di-GMP abgebildet. Das membrangebundene MorA-Protein 
besteht aus vier PAS-Domänen, einer degenerierten GGDEF-Domäne sowie einer intakten EAL-
Domäne. Die GGDEF-EAL-Monomere sind orange und grau gekennzeichnet. Umrahmt ist die 
Darstellung des Homodimers nach einer Rotation von 30°. Die GGDEF-Domänen interagieren nicht 
[übernommen aus Phippen et al., 2014].  
 
 
In E. coli konnten einige PDE als Biofilmbildung-relevante Enzyme gut 
charakterisiert werden: das sind PdeH, PdeR und PdeK [Lindenberg et al., 2013; 
Pesavento et al., 2008; Richter, 2016; Weber et al., 2006]. Diese drei PDE sind in 61 
pathogenen, kommensalen und probiotischen E. coli-Stämmen hoch konserviert 
[Povolotsky and Hengge, 2015]. PdeH ist durch RpoS negativ reguliert, während 
PdeR einer positiven Regulation durch RpoS unterliegt [Sommerfeldt et al., 2009]. 
Über die Rolle der PdeH-, PdeR- und PdeK-Proteine in der Biofilmbildung wird 




Das PdeH-Protein (früher YhjH) ist eine aktive cytoplasmatische PDE und 
beinhaltet nur die EAL-Domäne (s. Tab. 1.3) [Pesavento et al., 2008].  
Die PDE PdeR (alternativ YciR oder gmr) setzt sich aus einer N-terminalen 
PAS-Domäne, einer GGDEF- und einer EAL-Domäne. [Lindenberg et al., 2013; Weber 
et al., 2006]. Interessanterweise ist die GGDEF-Domäne in diesem 
zusammengesetzten Protein nicht degeneriert und zeigt eine rudimentäre DGC-
Aktivität [Lindenberg, 2013]. PdeR fungiert als die erste Trigger-Phosphodiesterase, 
die in E. coli beschrieben wurde [Lindenberg et al., 2013].  
Das Konzept der Trigger-Enzyme (bifunktionalen Schalter-Enzyme), deren 
enzymatische Aktivität die Genexpression über Wechselwirkungen mit DNA, RNA 
oder Proteinen regulieren kann, wurde durch Commichau and Stülke vorgeschlagen 
[Commichau and Stülke, 2008]. Trigger-Enzyme besitzen sowohl eine primäre 
Funktion als Enzym als auch eine sekundäre, nicht-katalytische Funktion. Die zweite 
Funktion wird durch die enzymatische Funktion direkt beeinflusst. Der 
Mechanismus und physiologische Funktion der PDE PdeR ist im Kapitel 1.3.5 und 
1.4 im Detail beschrieben. 
Die Domänen-Architektur des membrangebundenen PdeK-Proteins (früher 
YhjK oder HmsP) setzt sich wie folgt zusammen: zwischen zwei N-terminalen 
Transmembran-Domänen befindet sich die periplasmatische GAPES3-Sensor-
Domäne. Die HAMP- und degenerierte GGDEF-Domänen sowie die konservierte 
EAL-Domäne sind im Cytoplasma lokalisiert (s. Tab. 1.3). Zusammen mit der DGC 
DgcC und dem BcsB-Protein ist PdeK in die Cellulosesynthese direkt involviert (s. 
Kapitel 1.3.5 und 1.4) [Richter, 2016]. 
PdeL (früher YahA) ist eine der ersten PDE, für die eine c-di-GMP-spezifische 
PDE-Aktivität nachgewiesen wurde [Schmidt et al., 2005]. Die separat aufgereinigte 
EAL-Domäne von PdeL in der Lage, c-di-GMP in vitro sowie in vivo zu hydrolysieren 
[Schmidt et al., 2005]. Außer der intakten EAL-Domäne besitzt das PdeL-Protein die 
N-terminale LuxR-Domäne mit dem Helix-Turn-Helix-Motiv (s. Tab. 1.3). Die 
Bindung des Substrats c-di-GMP fördert die Dimerisierung der EAL-Domäne von 
PdeL und aktiviert seine Enzym-Tätigkeit [Sundriyal et al., 2014]. Darüber hinaus 
bindet PdeL an dem Promoter des pdeL-Gens und stimuliert somit seine eigene 
Expression [Reinders et al., 2016]. Interessanterweise wird dieser Vorgang durch 




Trigger-Enzym fungiert: durch die erhöhte Substratmenge wird die primäre, DNA-
bindende Funktion von PdeL eingeschränkt und seine sekundäre, katalytische PDE-
Funktion ausgeführt [Hengge, 2016]. Dabei fungiert PdeL gleichzeitig sowohl als ein 
Effektorprotein (s. Kapitel 1.3.4) als auch als PDE. 
Die PDE PdeO (alternativ YddU, Dos oder DosP) besitzt an seinem N-Ende 
zwei PAS-Domänen und eine degenerierte GAF-Domäne (s. Tab. 1.3). Am C-Ende 
des Proteins befinden sich eine degenerierte GGDEF-Domäne sowie eine intakte 
EAL-Domäne [Hengge et al., 2015]. Die PAS-Domäne von PdeO bindet Sauerstoff, 
durchlebt eine Konformationsänderung [Delgado-Nixon et al., 2000; Park et al., 2004] 
und ist somit wie alle bereits gut untersuchten PAS-Domänen der PAS-Sensor-
Domäne-Proteinfamilie (s. Kapitel 1.3) an der intra-molekularen Signaltransduktion 
beteiligt [Gilles-Gonzalez and Gonzalez, 2004; Henry and Crosson, 2011; Shimizu, 
2013]. Die katalytische Aktivität von PdeO ist analog zu derjenigen des AxPEDA1-
Proteins aus G. xylinum, welches Sequenzähnlichkeit von 50% zu PdeO aufweist, mit 
der PAS-Domäne direkt verbunden [Chang et al., 2001; Tuckerman et al., 2009]. Die 
Regulation der c-di-GMP-hydrolysierenden Aktivität der EAL-Domäne des PdeO-
Proteins durch seine PAS-Domäne wurde sehr intensiv erforscht [Chang et al., 2001; 
Delgado-Nixon et al., 2000; Takahashi and Shimizu, 2006; Tuckerman et al., 2009; 
Tuckerman et al., 2011].  
 
1.3.3   Degenerierte GGDEF/EAL-Domänen-haltige Proteine 
 
Das Genom von E. coli kodiert für vier Proteine mit degenerierten GGDEF- 
oder EAL-Domänen (s. Tab. 1.3). Obwohl diese Proteine nicht in der Lage sind, 
katalytische Reaktionen durchzuführen, entwickelten sie im Laufe der Evolution 
nichtsdestotrotz andere, c-di-GMP-relevante Funktionen. 
Das BluF-Protein (früher YcgF) ist ein degeneriertes EAL-Domäne-haltiges 
Protein und besitzt an seinem N-Ende die BLUF-Domäne (s. Tab. 1.3). Evolutionär 
gesehen, entwickelte sich BluF wahrscheinlich aus einer PDE zurück und verlor die 
Fähigkeit, c-di-GMP umzusetzen [Tschowri et al., 2009, 2012]. Analog zu der BLUF-
Domäne der PDE BlrP1 aus Klebsiella pneumoniae [Barends et al., 2009], ermöglicht die 
intakte BLUF-Domäne in BluF die Wahrnehmung des Lichts im blauen 




faktor YcgE (BluR). BluF wirkt dann als Anti-Repressor und die Transkription des 
ycgZ-ymgAB-Operons kann aktiviert werden [Tschowri et al., 2009]. Als Enderreignis 
wird die Produktion von Kolansäure stimuliert und die Curli-Synthese inhibiert 
[Tschowri et al., 2009].  
Das CdgI-Protein (früher YeaI) verfügt über eine N-terminale membran-
assoziierte MASE4-Domäne sowie eine cytolplasmatische GGDEF-Domäne mit einer 
degenerierten A-site und einer intakten I-site [Sommerfeldt et al., 2009]. CdgI ist in 
der Lage, c-di-GMP zu binden [Wilke and Hengge, unveröffentlich]. Eine ähnliche 
Beobachtung wurde für das PopA-Protein aus Caulobacter crescentus beschrieben: 
PopA besitzt ebenfalls eine inaktive A- und aktive I-site und dient als das c-di-GMP-
bindende Effektormolekül (s. Kapitel 1.3.4) in einer Phosphorylierungskaskade 
[Duerig et al., 2009]. Eine genauere Funktion von CdgI in E. coli bleibt allerdings 
unklar, wobei in einer Studie über die Reduzierung der Motilität durch CdgI 
berichtet wurde [Sanchez-Torres et al., 2011].    
 Das membrangebundene CsrD-Protein (früher YhdA) setzt sich aus einer 
periplasmatischen GAPES4-Domäne und jeweils degenerierter GGDEF- und EAL-
Domäne zusammen (s. Tab. 1.3). CsrD bindet kleine nicht-kodierende RNA CsrB und 
stimuliert ihren Abbau durch die RNase E [Suzuki et al., 2006]. Dadurch wird das 
RNA-bindende CsrA-Protein freigesetzt und kann die mRNA des flagellaren 
Masterregulators FlhDC stabilisieren. Somit unterstützt CsrD die Motilität. Darüber 
hinaus beeinflüsst CsrD die Genexpression Glykogen-relevanter Gene und indirekt 
die PGA-Produktion [Babitzke and Romeo, 2007]. 
Das degenerierte EAL-Domäne-haltige RflP-Protein (früher YdiV) bindet das 
FlhD-Protein, die Untereinheit des flagellaren Masterregulators FlhDC, verhindert 
die Interaktion des letzteren mit der DNA und stimuliert als ein Adaptorprotein den 
Abbau von FlhDC durch die Protease ClpXP [Takaya et al., 2012; Wada et al., 2011]. 
Somit fungiert RflP als ein wichtiger Regulator der Motilität. In Abwesenheit von 
RflP sinkt die Expression des Curli-Masterregulator CsgD in Salmonella [Simm et al., 
2004]. Diese Beobachtung konnte in E. coli nicht bestätigt werden [Sarenko und 
Hengge, unveröffentlicht]. Zum einen könnte es daran liegen, dass die 
Expressionsrate von RflP in E. coli sehr gering ist [Sommerfeldt et al., 2009]. Zum 
anderen liefert eine Studie Beweise dafür, dass das RflP-Protein in E. coli nicht 





1.3.4 C-di-GMP-bindende Effektormoleküle  
 
Einige spezialisierte Effektorproteine oder –moleküle sind in der Lage, c-di-
GMP direkt zu binden. Durch diese Bindung können verschiedene zelluläre Prozesse 
direkt gesteuert werden. In Tabelle 1.4 sind einige Beispiele für identifizierte 
Effektormoleküle zusammengefasst.  
 
Tab. 1.4 C-di-GMP-bindende Effektormoleküle.  
 













Biofilmbildung in Pseudomonas spp. 
Periplasma-Stress in P. aeruginosa 
Curli-Synthese in E. coli 
Transkriptionskontrolle in E. coli 
 
 
Newell et al., 2009   
Giardina et al., 2013 
Lindenberg et al., 2013   










Cellulosesynthese in E. coli 
Motilität in E. coli und Salmonella sp. 
 
Amikam and Galperin, 2006 








maximale Cellulosesynthese in E. coli 
 













Sporulation in S. coelicor 
Biofilmbildung in V. cholerae 
Motilität in P. aeruginosa  
Virulenz in Xanthomonas spp. 
Lipidentransport in M. smegmatis 
 
Tschowri et al., 2014 
Krasteva et al., 2010   
Hickman and Harwood, 2008 
Chin et al., 2010 








Genexpression in V. cholerae 
Alternatives Splicing in Clostridium 
difficile 
 
Sudarsan et al., 2008 
Lee et al., 2010; 


















1.3.5    Das Konzept der lokalen Signalübertragung  
 
Viele GGDEF/EAL-Domänen-haltigen Proteine unterliegen einer klaren 
transkriptionalen RpoS-(σS)-abhängigen Regulation [Sommerfeldt et al., 2009; Weber 
et al., 2005] und scheinen somit, an den Biofilm-relevanten zellulären Vorgängen 
teilzunehmen. Für Deletionen oder Überexpression einzelner DGC und PDE konnte 
jedoch in zahlreichen phänotypischen, genetischen und biochemischen Studien 
gezeigt werden, dass paradoxerweise nur eine geringe Anzahl dieser Gene 
tatsächlich einen Effekt auf die Biofilmbildung und c-di-GMP-bezogenen 
Metabolismus hat [Ahmad et al., 2017; Barnhart et al., 2013; Guyon et al., 2014; 
Richter, 2016; Tal et al., 1998]. Dabei wurden viele GGDEF/EAL-Domänen-haltige 
Proteine jedoch als aktive DGC und PDE identifiziert, was ihren Beitrag in den c-di-
GMP-Umsatz hindeutet. Darüber hinaus ist selbst die Expression einiger DGC und 
PDE der Aktivität anderer c-di-GMP-relevanter Enzyme untergeordnet, was auf eine 
hierarchische Organisation hindeutet [Kader et al., 2006]. 
Das Konzept der „lokalen Signalübertragung“ in spezialisierten c-di-GMP-
Proteinmodulen liefert Erklärungen für die Multiplizität der DGC und PDE in 
Bakterien [Hengge, 2009; Povolotsky and Hengge, 2012]. Ein lokales c-di-GMP-
Modul wird als Kombination einer DGC, einer PDE und einem Effektorprotein 
definiert (s. Abb. 1.5). Dabei spielt c-di-GMP als ein Transmitter die entscheidende 
Rolle, es kann zum Beispiel durch seine lokale Konzentration die enzymatische und 
bindende Aktivität der Proteine steuern. Infolgedessen kann durch direkte Protein-
Protein-Interaktionen (PPI, s. Kapitel 1.5) und Konformationsänderungen eine 
aktivierende oder inhibierende Wirkung auf die Effektormoleküle ausgeübt werden 
[Abel et al., 2011; Bobrov et al., 2008; Boyd and O`Toole, 2012; Dahlstrom et al., 2015; 
Tuckerman et al., 2011], was schliesslich zu Veränderungen der Genexpression, 
Translation oder Proteinaktivitäten führt [Boyd and O`Toole, 2012; Hengge, 2009a]. 	
Lokale c-di-GMP-Module gewährleisten nicht nur die Spezifität der 
funktionalen Kontrolle, sondern verhindern ebenfalls eine Kreuzkommunikation 
zwischen den DGC und PDE in der Zelle. Dafür können lokale c-di-GMP-Module 
sowie die Wirkungsweisen einzelner DGC und PDE temporal sowie räumlich 






Abb. 1.5 Lokales c-di-GMP-Modul. Die minimale Kontrolleinheit wird durch eine DGC, eine PDE 
und ein Effektormolekül vertreten. Mit Hilfe der Sensor-Domänen von DGC und PDE werden 
Außensignale wahrgenommen („input signal“), wodurch die Synthese und Abbau von c-di-GMP 
moduliert wird. Die nicht-kompetitive Inhibierung der DGC-Aktivität kann zusätlich durch die 
Bindung von c-di-GMP an der I-site erfolgen. Das Effektormolekül bindet lokal c-di-GMP, reguliert 
infolgedessen ein Zielmolekül und löst somit eine Reaktion („output“) aus. Die Konstanten Ki 
(Inhibierung), KD (Dissoziation) und KM (Michaelis-Menten-Konstante) spiegeln effektive c-di-GMP-
Konzentrationen wider [übernommen aus Povolotsky and Hengge, 2012].  
 
Eine temporale Sequestrierung erfolgt in dem DGC und PDE zu 
unterschiedlichen Zeiten (Wachstumsphasen) entweder exprimiert oder aktiviert 
werden. Die dafür verantwortlichen Mechanismen sind Außenreiz-Wahrnemung, 
Transkriptionsinitiation, Proteinaktivierung und proteolytische Vorgänge [Domka et 
al., 2007; Duerig et al., 2009; Galperin, 2004; Lazazzera, 2005; Weber et al., 2006]. 
Zeitlich abgestimmte Genexpression der GGDEF/EAL-Domänen-haltigen Proteine 
wurde in Sommerfeldt et al., 2009 bereits beschrieben. Als prominentes Beispiel einer 
temporalen Sequestrierung kann der Lebensstilwechsel von motil zu sessil in E. coli 
genannt werden. Während der expotentiellen Wachstumsphase werden PDE 
exprimiert, welche den c-di-GMP-Haushalt niedrig halten und somit die 
Flagellensynthese unterstützen [Pesavento et al., 2008; Weber et al., 2005]. Im 
Gegensatz dazu werden in der stationären Wachstumsphase vielmehr DGC 
exprimiert oder aktiviert, wodurch der Übergang zum sessilen Lebesstil gefördert 
wird (s. Kapitel 1.4). Darüber hinaus werden die PDE PdeH und der flagellare 
Masterregulator FlhDC in der stationären Phase proteolytisch abgebaut [Barembruch 




 Durch eine räumliche Sequestrierung werden gleichzeitig vorhandene DGC 
und PDE physisch voneinander getrennt. Es handelt sich dabei entweder um 
cytoplasmatische (lösliche) und Membran-assoziierte (unlösliche) Proteine oder um 
ihre Lokalisation an verschiedenen Zellpolen [Duerig et al., 2009; Hengge, 2009; Jenal 
and Malone, 2006]. Durch Protein-Protein-Interaktionen können Komponenten eines 
c-di-GMP-Moduls dann rekrutiert und aktiviert werden [Hengge, 2009]. Aufgrund 
der Tatsache, dass in bakteriellen Zellen im Gegensatz zu Eukaryonten keine 
Mikrokompartimente gebildet werden und Signalnukleotide frei diffundieren, 
basiert die effektive Wirkungsweise in diesen Funktionseinheiten auf einem lokalen 
c-di-GMP-Gradienten [Mills et al., 2011]. Innerhalb eines Moduls lösen bereits 
niedrige c-di-GMP-Konzentrationen Reaktionen aus [Andrade et al., 2006; Bobrov et 
al., 2008; Tuckerman et al., 2011].  
Ein interessantes Beispiel für die Regulation durch den lokalen c-di-GMP-
Gradienten stellt das erstbeschriebene Cellulosesynthese kontrollierende Modul in E. 
coli dar. Dieses Modul besteht aus der DGC DgcC, der PDE PdeK und dem 
Effektorprotein BcsB (s. Kapitel 1.3.1, 1.3.2 und 1.1.2) [Richter, 2016]. DgcC und PdeK 
interagieren innerhalb ihrer Transmebrandomänen nicht nur miteinander, sondern 
rekrutieren auch das Membran-assoziierte BcsB-Protein [Richter, 2016]. Dabei 
erzeugt das durch DgcC synthetisierte c-di-GMP einen Membran-nahen 
Stoffgradienten, welcher durch die Phosphodiesterase-Aktivität von PdeK 
kontrolliert wird. Mit Hilfe von Protein-Protein-Interaktionen findet also hier der 
Aufbau eines Multi-Protein-Komplexes statt, in welchem die Herstellung eines c-di-
GMP-Gradienten durch die räumliche Nähe beteiligter Enzyme gewährleistet wird. 
Die Co-Synthase BcsB bindet ihrerseits an der Celulosesynthase BcsA (s. Kapitel 
1.1.2) und stabilisiert die letztere [Omadjela et al., 2013]. Darüber hinaus wird durch 
BcsB garantiert, dass BcsA dem lokalen c-di-GMP-Gradienten nah genug ist, um das 
Signalnukleotid mit ihrer PilZ-Domäne binden zu können [Richter, 2016]. BcsA wird 
aktiviert und die Cellulose-Produktion tritt ein. Der Regulationsmechanismus des 
DgcC/PdeK/BcsB-Moduls erreignet sich also auf der post-translationalen Ebene.  
Ein anderes lokales c-di-GMP-Modul, das DgcM/PdeR/MlrA-Modul, mit 
interessantem Wirkungsmechanismus wurde für die Regulation der Curli-Synthese 
in E. coli aufgedeckt [Lindenberg et al., 2013]. In Abb. 1.6 ist das regulatorische 




Wachstumsphase ist die PDE PdeH aktiv und hält die zelluläre c-di-GMP-
Konzentration gering. Durch direkte PPI inhibiert die Trigger-PDE PdeR bei 
niedrigem c-di-GMP-Gehalt ihre Interaktionspartner die DGC DgcM und den MerR-
ähnlichen Trankriptionsfaktor MlrA (die primäre Funktion von PdeR, PdeR fungiert 
als ein Effektorprotein). Folglich findet keine Expression des csg-Operons statt, der 
Curli-Masterregulator CsgD wird nicht trankribiert und die Curli-Untereinheiten, 
die CsgB- und CsgA-Proteine, werden nicht produziert. Beim Übergang in die 
stationäre Wachstumsphase wird PdeH abgebaut, die RpoS-gesteuerte Expression 
der DGC DgcE beginnt und c-di-GMP akkumuliert in der Zelle. PdeR bindet und 
hydrolisiert c-di-GMP (die sekundäre Funktion von PdeR, PdeR fungiert als eine 
PDE), die PPI mit DgcM und MlrA werden aufgelöst, MlrA bindet den Promoter des 
csg-Operons und Curli-Fasern werden synthetisiert [Lindenberg et al., 2013]. Im 
Gegensatz zu dem Justierungsmechanismus des Cellulosesynthese-Kontrollmoduls 
beeinflusst somit das Curli-Synthese-Regulationsmodul die Produktion von 
Adhäsionsproteinen auf der transkriptionalen Ebene. Darüber hinaus entscheidet 
nicht die räumliche Nähe die Wirkungsweise des Curli-Moduls (wie im Cellulose-
Modul), sondern die Enzymaktivität seiner Komponenten. 
Zwei positive Rückkopplungsschleifen („feedback loops“) kommen in dem 
Wirkungsmechanismus des DgcM/PdeR/MlrA-Moduls zu Stande: zum einen trägt 
die DGC-Aktivität der DgcM zum c-di-GMP-Gehalt bei und unterstützt somit die 
sekundäre, katalytische Funktion von PdeR, wodurch die eigene enzymatische 
Aktivität von DgcM ermöglicht wird (s. Abb. 1.6). Zum anderen verhindert PdeR 
durch den Abbau von c-di-GMP, dass das Signalmolekül weiter akkumuliert und 
seine primäre Funktion inhibiert wird (s. Abb. 1.6).   
Die in den lokalen c-di-GMP-Modulen bestehende Balance zwischen den 
DGC- und PDE-Aktivitäten stellt eine nichtlineare Dynamik der qualitativen 
Zustandsänderung dar und wurde mit Hilfe mathematischer Modellierung mit 
Substratumsetzungskonstanten als Parameter des Systems analysiert [Yousef et al., 
2015]. Dabei konnte gezeigt werden, dass das Auftreten der Bistabilitätsphase, wenn 
DGC- und PDE-Aktivitäten gleichzeitig vorhanden sind, kurzzeitig ist und das 
System am wahrscheinlichsten in einer Stabilitätsphase vorliegt und entweder DGC-  







Abb. 1.6 Das DgcM/PdeR/MlrA-Modul kontrolliert direkt die Curli-Synthese. Die Expression des 
csg-Operons wird durch den Transkriptionsfaktor MlrA und Aktivitäten der DGC DgcE, DgcM sowie 
der PDE PdeH und Trigger-PDE PdeR realisiert (Erläuterung s. Text) [übernommen aus Hengge, 
2016]. 
 
 Ebenfalls ein lokales Modul stellen die DGC DgcO und PDE PdeO mit dem 
Effektorprotein PNPase (Polynukleotid-Phosphorylase) dar [Tuckerman et al., 2009, 
2011]. Die PNPase ist eine c-di-GMP-bindende 3`-Exonuklease mit RNA-
polymerisierenden und auch -degradierenden Funktionen. Die PNPase ist unter 
allen Proteobacteria und anderen Taxa hoch konserviert und besitzt eine wichtige 
Funktion, denn das Fehlen von pnp-Gens minimiert das Wachstum und Vitalität von 
E. coli [Mohanty and Kushner, 2003; Hui et al., 2014]. Außerdem führt die PNPase-
Deletion von Zellen noch toleriert wird, führt das gleichzeitige Eliminieren von 
PNPase und einer der Exonukleasen (RNase II oder RNAase R) zur absoluten 
Mortalität der Population [Cheng et al., 1998; Donovan et al., 1986].  
 Zusammen mit der Exonuklease RNase E, der Helikase RhlB und der Enolase 
bildet die PNPase das Degradosom, einen Ribonukteotid-Protein-Komplex, in 
welchem RNA-Prozessierung und -Abbau abläuft [Burger et al., 2011]. DgcO (s. 
Kapitel 1.3.1) und PdeO (s. Kapitel 1.3.2) binden zwar nicht direkt aneinander 
[Tuckerman et al., 2009], werden aber zusammen mit der PNPase zum Degradosom-
Komplex rekrutiert [Tuckerman et al., 2011]. In diesem lokalen Modul findet die 
RNA-Prozessierung im RNA-Degradosom in Abhängigkeit von der Sauerstoff-











1.4       C-di-GMP-vermittelte Signaltransduktion bei der Biofilmbildung 
 
Der Wechsel vom motilen zum sessilen Lebensstil wird in E. coli invers 
reguliert: durch die niedrige intrazelluläre c-di-GMP-Konzentration in der 
expotentiellen Wachstumsphase (in Flüssigkultur) und in der unteren Biofilmschicht 
(und an den Kolonieränden) wird die Flagellensynthese begünstigt [Pesavento et al., 
2008; Serra and Hengge, 2014]. Die Biofilmbildung findet dagegen durch die 
steigenden c-di-GMP-Konzentrationen in der post-expotentiellen und stationären 
Wachstumsphase sowie in der oberen Biofilmschicht statt [Serra and Hengge, 2014].  
In Abb. 1.7 ist die Hierarchie der Biofilm-Regulationskaskade dargestellt. Auf 
der oberen Regulationsebene befinden sich die Sigmafaktoren RpoD und RpoS (s. 
Kapitel 1.2.1). Durch ihre Kompetition um die RNA-Polymerase und somit die 
Promotererkennungsspezifität häufen sich entweder der Transkriptionsfaktor FlhDC 
(Flagellen-Masterregulator) und anschliessend die PDE PdeH oder die DGC DgcE 
und DgcQ ein. DgcE und PdeH haben keine spezifischen Effektormoleküle und der 
von ihnen modulierte c-di-GMP-Spiegel wirkt global [Hengge, 2016].  
Durch suboptilmale Außenbedingungen (Nährstoffenlimitierung usw.) steigt 
die Aktivität des RpoS-Sigmafaktors und folglich die c-di-GMP-Konzentration in der 
Zelle an. Die Aktivität von PdeH wird überwunden, der Abbau von FlhDC beginnt 
(s. Kapitel 1.3.3), c-di-GMP bindet an den Effektorprotein YcgR (s. Tab. 1.4) und die 
Flagellen-Synthese wird eingestellt [Paul et al., 2010]. Durch steigende c-di-GMP-
Konzentration bewirkt das lokale Curli-Modul (s. Kapitel 1.3.4 und Abb. 1.6) 
spezifisch die Expression des Curli-Masterregulators CsgD, so dass die Synthese der 
Adhäsionsproteine beginnt [Lindenberg et al., 2013]. Darüber hinaus wird die 
Expression der DGC DgcC durch CsgD gefördert, BcsA wird in dem lokalen 
Cellulose-Modul aktiviert und die Celliulose-Synthese setzt an [Richter, 2016]. Durch 
das Curli/Cellulose-Produktionsverhältnis wird der Kolonien-Phänotyp, Elastizität 
und Stabilität eines Biofilms gewährleistet [Hengge, 2016; Serra et al., 2015]. 
Die Deletion der Gene, die für DgcE, DgcM, DgcC sowie PdeH und PdeR 
kodieren, hat drastische phänotypische Effekte auf die Biofilmbildung, was ihre  
dominierende Rolle in der Regulationskaskade bestätigt [Richter, 2016].  
Kleine nicht-kodierende RNAs tragen ebenfalls zum Lebensstilwechsel bei 




Gens wird durch c-di-GMP bestimmt, sondern auch seine Translation: so binden 
kleine RNAs GcvB, McaS, OmrA, OmrB und RprA an der langen 5’-untranslatierte 
Region der csgD-mRNA und modulieren seine Translation durch Ausbildung 
alternativer sekundärer Strukturen [Boehm and Vogel, 2012; Holmqvist et al., 2010; 
Mika et al., 2012; Mika and Hengge, 2014]. Außerdem regulieren die kleinen RNAs 
ArcZ und DsrA sowie das RNA-Chaperon Hfq den Umsatz der rpoS-mRNA [Mika 
and Hengge, 2014].  
 
Abb. 1.7 Inverse Regulation der Motilität und Biofilmbildung in E. coli. Die c-di-GMP-vermittelte 
physiologische Differenzierung ist in Flüssigkultur temporär (post-expotentielle und stationäre 
Wachstumsphase) und im Biofilm räumlich (untere und obere Schichten) organisiert. Angetrieben 
durch alternative Sigmafaktoren (σ70 oder σS) findet entweder die Flagellen-Synthese (links, blauer 
Hintergrund, über cAMP-CRP, FlhDC, σ70, FliA) oder Curli- und Cellulose-Produktion (rechts, rosa 
Hintergrund, über c-di-GMP, σS, DgcM/PdeR/MlrA, CsgD und DgcC/PdeK/BcsA) statt. DGC und 
PDE sind als rosa Ovale beziehungsweise blaue Hexagone dargestellt. Stressauslösende Außensignale 
sind als gezackte Pfeile abgebildet: blau und rosa für verschiedener physiologische Kaskaden und 










1.5      Protein-Protein-Interaktionen  
 
 Neben Protein-DNA-, Protein-RNA- und Protein-Lipid-Interaktionen sind 
Protein-Protein-Interaktionen (PPI) sowohl in Eukaryonten als auch in Prokaryonten 
die Grundlage und Vorraussetzung vieler biologischer Prozesse. Interaktionen 
zwischen Proteinen basieren auf nicht-kovalenten Bindungen, wie Van-der-Waals-
Kräften, Wasserstoffbrückenbindungen, elektrostatischen Wechsel-wirkungen und 
hydrophoben Effekten der Aminosäurereste auf den Proteinoberflächen.  
Primäre, lineare Proteinketten nehmen die energetisch günstigste Form an, 
nämlich die sekundäre, dreidimensionale Proteinfaltung. Interessanterweise sind 
sekundäre Proteinstrukturen höher konserviert als die primären. So können Proteine, 
die weniger als 20% Sequenzidentität aufweisen, eine nahezu identische Faltung 
annehmen [Chothia and Lesk, 1986]. Dieses Phänomen basiert auf der Tatsache, dass 
der Aufbau und die Eigenschaften der α–Helices und β–Faltblätter (sekundäre 
Struktur) universal und gleich sind, obwohl die Aminosäuren-Zusammensetzung 
(primäre Struktur) sich stets unterscheiden kann. Ein Beispiel der strukturellen 
Homologie ist das an dem Stickstoffumsatz beteiligte GlnB-Protein aus der PII-
Familie in Synechococcus elongatus und das für die Kupfer-Toleranz relevante PII-
ähnliche CutA1-Protein in E. coli: beide Proteine weisen nur 6% Sequenz- und 89% 
Strukturidentität auf [Fong et al., 1995; Forchhammer and Lüddecke, 2016]. Obwohl 
bei diesen Proteinen eine konvergente Evolution beobachtet werden kann, sind die 
Proteine funktionell nicht gleich.  
Bei Liganden-Bindung und eigentlichen PPI spielen sekundäre Protein-
strukturen eine entscheidende Rolle: vielmehr als das hydrophobe Proteininnere 
müssen die Proteinoberflächen zugänglich sein [Yan et al., 2008]. Eine post-
translationale Modifikation und Reorganisation der räumlichen Proteinfaltung kann 
durch intra- oder intermolekulare Signalweiterleitung (Phosphatrest-Übertragung) 
sowie Bindung von Liganden oder Substrat erfolgen. Durch 
Konformationsänderungen können Proteinoberflächen aufgesperrt und funktional 
werden. Darüber hinaus sind PPI in der Lage, Enzymkinetik durch allosterische 
Effekte zu justieren. 
 PPI bestimmen den effektiven Verlauf vieler physiologischen Prozesse wie 




(Transkriptionsfaktoren), Nährstofftransport (Aufbau der Transmembrankanäle), 
Proteolyse (Adaptorproteine), genereller Zellmetabolismus (Enzymaktivitäten) sowie 
Zell-Zell-Kontakten und Apoptosis. In lokalen c-di-GMP-Modulen sind PPI ebenfall 
relevant (s. Kapitel 1.3.5). Durch direkte PPI moduliert das PilZ-Domäne haltige 
Alg44-Effektorprotein die Alginat-Produktion in P. aeruginosa und das DgrA-
Effektorprotein reguliert Motilität in C. crescentus [Boyd and O`Toole, 2012]. 
PPI können zwischen Homo-, Hetero- sowie Oligomeren vorkommen. 
Rekrutierung einzelner Proteine in einen Komplex erhöht seine Wirkungsspezifität 
und -effizienz [Typas and Sourjik, 2015]. PPI innerhalb und außerhalb der 
Proteinkomplexe lassen sich als Netzwerke mit folgenden Eigenschaften wie 
Modularität, Kommunikation, Dynamik und Robustheit beschreiben (s. Abb. 1.8) 
[Typas and Sourjik, 2015].  
Die Modularität der PPI charakterisiert ihre Eingruppierung in die 
funktionalen Moduleinheiten mit autonomer spezifischer Wirkungsweise (s. Abb. 
1.8, a). Diese Module können jedoch miteinander koordiniert und in grössere 
„Obermodule“ organisiert werden. Die Modularität der PPI kann höchs-
wahrscheinlich als direkte Konsequenz der Evolution betrachtet werden: durch 
Genduplikation und ihre Diversifizierung, den horizontalen Gentransport und 
anschliessende Anpassung an den genomischen Kontext sowie Konvergenz und 
Divergenz evolvieren PPI oder entstehen de novo [Uhrig, 2006; Wagner et al., 2007; 
Yamada and Bork, 2009]. 
Trotz der autonomen Funktionsweise der einzelnen Proteinmodule müssen 
die letzteren miteinander kommunizieren, damit die Zellexistenz gewährleistet 
werden kann (s. Abb. 1.8, b). Als ein prominentes Beispiel der intrazellulären 
Kommunikation können Zwei-Komponenten-Systeme genannt werden (s. Kapitel 
1.2). Darüber hinaus können autonome Module so verbunden sein, dass sie ihre 
Komponenten (Mitglieder) teilen: auf diese Weise kann die Komplexizität ohne 
Zunahme der Anzahl beteiligter Proteine in den Netzwerken erhalten bleiben [Typas 
and Sourjik, 2015]. So sind beispielsweise die Proteine des Alg-Mechanismus in 
Myxococcus xanthus sowohl an der Sporulation als auch an der Gleitmotilität beteiligt 






Abb. 1.8 Eigenschaften der Protein-Protein-Interaktionen und ihrer Netzwerke. PPI innerhalb und 
außerhalb der Proteinkomplexe lassen sich als Netzwerke beschreiben (Erläuterung s. Text). 
Funktionale Proteinmodule sind mit „M“ und PPI mit Linien gekennzeichnet [übernommen aus 
Typas and Sourjik, 2015]. 
 
 PPI lassen sich als stabile und unstabile, transiente Wechselwirkungen 
charakterisieren, welche ihrerseits jeweils als starke und schwache Interaktionen 
vorkommen können [Spirin and Mirny, 2003]. Die Dynamik der unstabilen, 
vorübergehenden PPI äussert sich in der Optionalität und dem „Umschaltemodus“ 
der interagierenden Module: so kann beispielsweise die Phosphorylierung oder die 
Dephosphorylierung eines Proteins seine Integrität in ein Modul zulassen 
beziehungsweise verhindern (s. Abb. 1.8, c „transiente Interaktionen“). Eine Re- und 
Neuorganisation der bestehenden Proteinmodule kann außerdem durch 
Fluktuationen der Außenbedingungen hervorgerufen werden (s. Abb. 1.8, c  
„Reorganisation der Netzwerke“). Somit sind manche PPI optional und können sich 
nach Beendigung ihrer Funktion wieder auflösen.  
Bei stabilen PPI sind Wechselwirkungen zwischen einzelnen Proteinen oder 
Modulen robust, „langlebig“ und weniger anfällig für Änderungen der 
Außenbedingungen. Durch kompensatorische Effekte innerhalb der Modul-




physiologische Endreaktion („output“) stabil bleibt (s. Abb. 1.8, d). Als Basis solcher 
Anpassungsmechanismen kann sowohl der horizontale Gentransport als auch 
gerichtete Evolution (Selektion) genannt werden. Ein Beispiel für robuste PPI 
zwischen einzelnen Proteinen sind die Kernuntereinheiten der RNA-Polymerase, 
welche in einem Komplex konstitutiv assoziiert sind.    
Weitere Charakteristiken der Topologie der Proteinnetzwerke sind die 
„Teilnehmeranzahl“ der in einem Modul vorhandenen Proteine und die Länge der 
optimalen Verbindungen innerhalb eines Moduls [Yamada and Bork, 2009]. 
Energetisch gesehen wird bei der Evolution der PPI die minimalste Anzahl an 
Modulproteinen und die kürzeste Verbindung zwischen ihnen angestrebt.  
Das Gesamtnetzwerk der molekularen Wechselwirkungen zwischen den 
Proteinen untereinander sowie zwischen Proteinen, DNA, RNA und Lipiden eines 
Organismus wird als Interaktom bezeichnet.  
Eine Vorhersage der potentiellen PPI oder genauerer gesagt ihre 
Wahrscheinlichkeit ist mittlerweile mit Hilfe von in silico-Methoden und -
Algorythmen und anhand der Proteinstrukturen möglich [Huang et al., 2014; Ohue et 
al., 2014; Tuncbag et al., 2017].  
Mit seinen 4,7-5,2 Mb (Millionen Basenpaare, je nach Stamm) ist das Genom 
von E. coli ein „typischer“ Vertreter unter den Bakterien [Land et al., 2015]. Bisher 
konnten 2234 bis 5.993 PPI in E. coli aufgedeckt werden. Obwohl in drei 
unterschiedlichen Studien das Interaktom von E. coli untersucht wurde, konnten 
viele PPI nur einmalig identifiziert werden [Arifuzzaman et al., 2006; Hu et al., 2009; 
Rajagopala et al., 2014]. 
 PPI spielen eine wichtige Rolle in der durch c-di-GMP modulierten 
Regulationskaskade der Motilität und Biofilmbildung in E. coli (s. Kapitel 1.4). Im 
Rahmen der lokalen c-di-GMP-Module sind PPI ebenfalls von großer Bedeutung (s. 
Kapitel 1.3.5).  
Dahlstrom et al. haben postuliert, dass spezifische direkte Wechselwirkungen 
zwischen GGDEF- und EAL-Domänen generell durch bestimmte Aminosäure-
Motive nämlich über die α5- (mit dem EQLYSAADQ-Aminosäurenmotiv) 
beziehungsweise α2-Helices (mit dem GRFLPWLER-Aminosäurenmotiv) stattfinden 




GGDEF-Domäne des GcbC-Proteins aus P. aeruginosa mit der degenerierten EAL-
Domäne des c-di-GMP-bindenden Effektorprotein LapD über die α5- und α2-Helices 
interagiert [Dahlstrom et al., 2015]. Diese Art der Interaktion wurde in der oben 
genannten Studie auf Wechselwirkungen anderer GGDEF- und EAL-Domänen 
extrapoliert und als allgemeine Vorhersage der PPI zwischen GGDEF- und EAL-



































2.  Zielsetzung 
 
Das Darmbakterium E. coli ist das am besten untersuchte Gram-negative 
Bakterium, welches auch in dieser Arbeit als Modellorganismus zur Untersuchung 
der Regulationsmechanismen, die der Biofilmbildung zugrunde liegen, verwendet 
wird.    
E. coli verfügt in seinem Genom über 29 Gene, welche für bereits beschriebene 
und putative, das Signalmolekül c-di-GMP produzierende (DGCs, GGDEF-
Domänen-haltige) oder abbauende (PDEs, EAL-Domänen-haltige) Proteine, kodieren. 
Während die DGC DgcE und die PDE PdeH den globalen zellulären c-di-GMP-
Spiegel regulieren und somit den Lebensstilwechsel von Motilität zu Sessilität 
bestimmen [Pesavento et al., 2008; Weber et al., 2006], gewährleistet das lokale c-di-
GMP-Modul DgcM/PdeR/MlrA eine spezifische Regulation der Matrixsynthese 
[Lindenberg et al., 2013]. Die Multiplizität der Gene, die für GGDEF/EAL-Domänen-
haltige Proteine kodieren, warf die Frage auf, ob zusätzliche DGC/PDE-Paare und 
lokale c-di-GMP-Module, die bei der Regulation der Biofilmbildung eine Rolle 
spielen, existieren. Um diese Frage zu beantworten, sollte in dieser Arbeit 
systematisch nach potentiellen Protein-Protein-Interaktionen zwischen allen 29 
GGDEF/EAL-Domänen-haltigen Proteinen gesucht werden. Dabei sollte eine 
Interaktionskarte erstellt und analysiert werden, um festzustellen, welche 
systemische Interaktionsmuster bei der Biofilmbildung bestehen: ob es sich um 
multiple lokale Module (DGC/PDE-Paare), welche unabhängig zu Biofilmbildungs-
prozessen beitragen, oder um andere Netzwerke handelt. Zu beachten dabei wäre 
zusätzlich, ob diese Interaktionsmuster mit der physiologischen Funktion bei der 
Biofilmbildung korrelieren. 
Die katalytische Aktivität der DGCs setzt ihre Homodimerisierung voraus 
[Chan et al., 2004; Paul et al., 2004; Schirmer et al., 2009]. Die Möglichkeit der 
Heterodimerbildung zwischen den GGDEF-Domänen der DGCs sollte in der  
vorliegenden Arbeit ebenfalls überprüft werden. 
Bei Abwesenheit der DGCs DgcE und DgcM sinkt der globale und der für die 
Curli-Synthese relevante lokale c-di-GMP-Spiegel, wodurch die Matrixproduktion 
stark reduziert wird [Lindenberg, 2013; Richter, 2016]. Gleichzeitig besteht die 
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Möglichkeit, dass bei Abwesenheit der dominierenden DGC-Aktivitäten von DgcE 
und DgcM die Hintergrundaktivität anderer GGDEF/EAL-Domänen-haltiger 
Proteine erkennbar wird. Um diese Hypothese zu überprüfen, sollten phänotypische 
Studien mit solchen Stämmen, in denen die dgcE- und dgcM-Gene sowie die Gene, 
die für GGDEF/EAL-Domänen-haltige Proteine kodieren, durchgeführt werden. 
Falls eine Hintergrundaktivität aufgedeckt werden sollte, sollte ihre physiologische 
Bedeutung aufgeklärt werden. 
In der zweiten Hälfte der Arbeit sollten besonders interessante neue 
Interaktionen funktionell näher charakterisiert werden, wobei hierfür insbesondere 
die DGC DgcO ausgewählt wurde.  
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3. Materialien und Methoden 
  
3.1 Chemikalien und Geräte 
 
Während dieser Arbeit verwendete Standard-Chemikalien und Materialien 
wurden von den Herstellern Amersham Bioscience Europe GmbH, AppliChem, 
Biorad, Carl Roth GmbH & Co, Difco Laboratories, Millipore, Merck, Roche, Sigma-
Aldrich und VWR bezogen. Medien und Medienzusätze lieferte die Firma Difco 
Laboratories. Radioaktiv markiertes [P33]-GTP und c-di-[P33]GMP wurden bei der 
Firma Hartmann Analytic GmbH bestellt. Weitere Produkte und Geräte sind in der 
Tab. 3.1 aufgelistet.  
 
 Tab.3.1 Verwendete Chemikalien, Materialien und Geräte 
Produkt / Gerät Hersteller 
3-AT Sigma 
Acrylamid-Bisacrylamid Carl Roth GmbH & Co 
Adenin-HCL Sigma 
Agarose Biozym Scientific 
Antibiotika (Amp, Cm, Kan, Tet) Carl Roth, Sigma, Merck 
Anti-Strep Antikörper (Mouse) Iba 
Anti-His Antikörper (Rabbit) Bethyl Laboratories, Inc. 
Anti-Rabbit IgG AmershamTM ECLTM Antikörper GE Healthcare 
Anti-Mouse IgG HRP Antikörper ThermoFisher Scientific 
Blot-Apparatur Bio-Rad, Peqlab 
Blotmembran für Proteine (Roti-PVDF) Carl Roth GmbH & Co 
Bromphenolblau Carl Roth GmbH & Co 
Chloroform Carl Roth GmbH & Co 
DNA-Fragmenten-Längenmarker (100 bp extended) New England Biolabs 
DNA-Polymerasen (Opti-Taq, Phusion®) Roboklon, New England BioLabs 
dNTP-Stammlösungen MP Biomedicals 
Elektroporationsapparatur (GenePulser Xcell) Bio-Rad 
ELISA Reader (Model 550) Bio-Rad 
Fluorescent Brightener 28  Sigma 
French Press (HTU - DIGI-F-Press) G. Heinemann Ultraschall- und Labortechnik 
Gasanlage für anaerobe Kultivierung  HU Berlin 
Geldokumentationsanlage Biozym 
Gel-Extraction-Kit Qiagen, Analytik Jena 
His-Dropout supplement BD/Clontech 
IPTG Carl Roth GmbH & Co 
Kameras (Leica DC 300F, ICc3) Zeiss, Canon 
MacConkey-Agar   Carl Roth GmbH & Co 
Magermilchpulver Carl Roth GmbH & Co 
NanoDrop 2000 Peqlab 
Ni-NTA-Agarose Protino® Macherey-Nagel 
Oligonukleotide (Primer) Metabion 
ONPG Carl Roth GmbH & Co 
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PCR-Thermocycler MWG Biotech, Peqlab 
PCR-Purification Kit Analytik Jena, Qiagen 
PhosphoImager (FLA-2000G) Fujifilm 
Photometer (GeneQuant 100) GE Healthcare  
Plasmid-Mini-Kit Analytik Jena 
Proteingrößenstandart New England BioLabs 
Proteinfärbelösung PierceTM PageBlueTM Thermo Scientific 
Restriktionsenzyme New England BioLabs 
Strep-Tactin-Sepharose Iba 
T4-DNA Ligase New England BioLabs 
TEMED Carl Roth GmbH & Co 
Thiamin-HCL Sigma 
X-Gal Carl Roth GmbH & Co 
Zentrifugen Sorvall Instruments, Eppendorf 
 
3.2 Medien und Medienzusätze 
 
Flüssige Medien: 
Luria-Bertani-Medium (LB)      SOB-Medium    SOC-Medium 
[nach Silhavy et al., 1984]  Bacto-Trypton 20 g    SOB-Medium 1 l 
Bacto-Trypton 10 g    Bacto-Hefeextrakt 5 g   MgCl2 10 ml  
Bacto-Hefeextrakt 5 g  NaCl 0,5 g    (autoklaviert) 
NaCl 5 g     KCl 0,19 g     Glukose 20 ml  
H2O 1 l     H2O 1 l     (steril filtriert) 
Autoklavieren   Autoklavieren 
 
Das LB-Medium ohne Salz (LBnoS) wurde ohne Zugabe von NaCl zubereitet. 
 
Festmedien: 
LB/LBnoS-Agar    Kongorot-Platten           X-Gal-Agarplatten 
Bacto-Trypton 10 g   LB/LBnoS-Agar 1 l          LB/LBnoS-Agar 1 l 
Bacto-Hefeextrakt 5 g  (autoklaviert)          (autoklaviert) 
NaCl 5 g (für LBnoS-Agar  Kongorotlösung 20 ml         X-Gal (40 mg/l, 
nicht zugegeben)   (Kongorot (2 mg/ml),         gelöst in N,N-Di- 
Span-Agar 18 g   Coomassie-Brilliant-Blue G         methylformamid,   
 H2O 1 l    (1 mg/ml) gelöst in          steril filtriert) 
Autoklavieren   70% Ethanol, steril filtriert) 
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Die Zugabe von Kongorot und Comassie-Brilliant Blue G in das Nährmedium 
visualisiert die Biofilmmatrixproduktion, in dem extrazelluläre Proteine und 
Polysaccharide gebunden und rötlich gefärbt werden [Hammar et al., 1995].  
X-Gal ist ein artifizielles Glycosid und chromogenes Substrat für die β-
Galaktosidase, welches für die Visualisierung der β-Galaktosidase-Aktivität der 
translationalen lacZ-Genfusionen verwendet wird [Miller, 1972, 1992]. 
Unterschiedlich starke blaue Verfärbung der Makrokolonien sagt über die 
Genexpressionsstärke der Genfusionen aus. In Flüssigkulturen wird die β-
Galaktosidase-Aktivität mittels einer speziellen Methode quantifiziert (s. Kapitel 
3.6.10). 
Calcofluor-Platten 
  LB/LBnoS-Agar 1 l 
(autoklaviert) 
0,01% Calcofluor (Fluorescent Brightener 28,  
nicht steril filtriert) 
 
 Durch Zugabe des Calcofluor, einem unspezifischen Fluorochrom, wird 
Cellulose als Bestandteil der Biofilmmatrix durch Bestrahlung der Makrokolonien 
mit UV-Licht nachgewiesen.   
In dieser Arbeit verwendete Medienzusätze und ihre Endkonzentrationen 
sind in der Tab.3.2 aufgelistet. 
 
 Tab.3.2 Verwendete Medienzusätze 
Medienzusatz Lösungsmittel Konzentration 
Ampicillin H2O 100 µg/ml 
CaCl2 H2O 100 µM 
Chloramphenicol 70% Ethanol 15 oder 25 µg/ml 
Glucose H2O! 0,4% 
IPTG H2O! 50 oder 100 µM 
Kanamycin H2O! 50 µg/ml 
Maltose H2O! 1% 
MgSO4 H2O! 1 mM 
Natriumcitrat H2O! 20 mM 
Tetrazyklin 70% Ethanol 12,5 µg/ml 
X-Gal DMF 30 µg/ml 
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Tab. 3.3 Verwendete Bakterienstämme 
Stamm Relevanter Genotyp Referenz 
W3110  E. coli K12 thyA36 deoC2 IN(rrnD-rrnE)1 Hayashi et 
al., 2006 
AR3110 Cellulose-positives Derivat von W3110 (bcsQ-Rekonstruktion) Serra et al., 
2013a 





E. coli B F– λ-  fhuA2 [lon] ompT lacZ::T7 geneI gal sulA11 
Δ(mcrC-mrr)114::IS10 R(mcr-73::miniTn10)2 R(zgb-210::Tn10)1 






Match®  II Two-
Hybrid-Systems 
E. coli XL1-BLue MRF’ Δ(mcrA)183  Δ(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endA1 
hisB supE44 thi-1 recA1 gyrA96'relA1'lac'[F’'lacIq'HIS2'aadA,!KanR] 
Agilent 
Technologies 
BL21 (DE3)  
 
E. coli fhuA2 [lon] ompT gal (λ DE3) [dcm] ΔhsdS λ DE3 = λ sBamHIo 





Rosetta (DE3)  
 
E. coli F- ompT hsdSB(RB- mB-) gal dcm λ(DE3 [lacI lacUV5-T7 gene 1 ind1 
sam7 nin5]) pLysSRARE2 (CmR)  
Novagen  
 
W3110 ΔcyaA E.'coli!K12!W3110 cyaA::scar AG Hengge  
OS37 E.'coli!K12!W3110 dgcC::scar pdeR::kan   diese Arbeit 
OS38 E.'coli!K12!W3110 dgcT::scar pdeR::kan    diese Arbeit 
OS40 E.'coli!K12!W3110 dgcO::scar pdeR::kan diese Arbeit 
OS41 E.'coli!K12!W3110 dgcZ:.scar pdeR::kan diese Arbeit 
OS42 E.'coli!K12!W3110 dgcJ::scar pdeR::kan diese Arbeit 
OS43 E.'coli!K12!W3110 dgcP::scar pdeR::kan diese Arbeit 
OS44 E.'coli!K12!W3110 dgcQ::scar pdeR::kan diese Arbeit 
OS45 E.'coli!K12!W3110 dgcE::scar pdeR::kan diese Arbeit 
OS46 E.'coli!K12!W3110 dgcN::scar  pdeR::kan diese Arbeit 
OS47 E.'coli!K12!W3110 dgcI::scar pdeR::kan diese Arbeit 
OS48 E.'coli!K12!W3110 dgcF::scar pdeR::kan diese Arbeit 
OS49 E.'coli!K12!W3110 pdeN::scar pdeR::kan diese Arbeit 
OS50 E.'coli!K12!W3110 pdeL::scar pdeR::kan diese Arbeit 
OS51 E.'coli!K12!W3110 pdeG::scar pdeR::kan diese Arbeit 
OS52 E.'coli!K12!W3110 pdeO::scar pdeR::kan diese Arbeit 
OS53 E.'coli!K12!W3110 pdeA::scar pdeR::kan diese Arbeit 
OS54 E.'coli!K12!W3110 pdeF::scar  pdeR::kan diese Arbeit 
OS55 E.'coli!K12!W3110 pdeH::scar pdeR::kan diese Arbeit 
OS56 E.'coli!K12!W3110 pdeK::scar pdeR::kan diese Arbeit 
OS57 E.'coli!K12!W3110 pdeC::scar pdeR::kan diese Arbeit 
OS58 E.'coli!K12!W3110 pdeB::scar pdeR::kan diese Arbeit 
OS59 E.'coli!K12!W3110 pdeI::scar pdeR::kan diese Arbeit 
OS60 E.'coli!K12!W3110 pdeD::scar pdeR::kan diese Arbeit 
OS61 E.'coli!K12!W3110 bluF::scar pdeR::kan    diese Arbeit 
OS62 E.'coli!K12!W3110 cdgI::scar pdeR::kan diese Arbeit 
OS63 E.'coli!K12!W3110 csrD::scar pdeR::kan diese Arbeit 
OS64 E.'coli!K12!W3110 rflP::scar pdeR::kan diese Arbeit 
OS65 E.'coli!K12!W3110 dgcT::scar  diese Arbeit!
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OS66 E.'coli!K12!W3110 dgcQ::scar  diese Arbeit!
OS67 E.'coli!K12!W3110 dgcN::scar   diese Arbeit!
OS68 E.'coli!K12!W3110 cdgI::scar  diese Arbeit!
OS69 E.'coli!K12!W3110 csrD::scar  diese Arbeit!
OS70 E.'coli!K12!W3110 rflP::scar  diese Arbeit!
OS71 E.'coli!K12!AR3110 dgcC::scar pdeR::kan   diese Arbeit 
OS72 E.'coli!K12!AR3110 dgcT::scar pdeR::kan    diese Arbeit 
OS73 E.'coli!K12!AR3110 dgcO::scar pdeR::kan diese Arbeit 
OS74 E.'coli!K12!AR3110 dgcZ:.scar pdeR::kan diese Arbeit 
OS75 E.'coli!K12!AR3110 dgcJ::scar pdeR::kan diese Arbeit 
OS76 E.'coli!K12!AR3110 dgcP::scar pdeR::kan diese Arbeit 
OS77 E.'coli!K12!AR3110 dgcQ::scar pdeR::kan diese Arbeit 
OS78 E.'coli!K12!AR3110 dgcE::scar pdeR::kan diese Arbeit 
OS79 E.'coli!K12!AR3110 dgcN::scar  pdeR::kan diese Arbeit 
OS80 E.'coli!K12!AR3110 dgcI::scar pdeR::kan diese Arbeit 
OS81 E.'coli!K12!AR3110 dgcF::scar pdeR::kan diese Arbeit 
OS82 E.'coli!K12!AR3110 pdeN::scar pdeR::kan diese Arbeit 
OS83 E.'coli!K12!AR3110 pdeL::scar pdeR::kan diese Arbeit 
OS84 E.'coli!K12!AR3110 pdeG::scar pdeR::kan diese Arbeit 
OS85 E.'coli!K12!AR3110 pdeO::scar pdeR::kan diese Arbeit 
OS86 E.'coli!K12!AR3110 pdeA::scar pdeR::kan diese Arbeit 
OS87 E.'coli!K12!AR3110 pdeF::scar  pdeR::kan diese Arbeit 
OS88 E.'coli!K12!AR3110 pdeH::scar pdeR::kan diese Arbeit 
OS89 E.'coli!K12!AR3110 pdeK::scar pdeR::kan diese Arbeit 
OS90 E.'coli!K12!AR3110 pdeC::scar pdeR::kan diese Arbeit 
OS91 E.'coli!K12!AR3110 pdeB::scar pdeR::kan diese Arbeit 
OS92 E.'coli!K12!AR3110 pdeI::scar pdeR::kan diese Arbeit 
OS93 E.'coli!K12!AR3110 pdeD::scar pdeR::kan diese Arbeit 
OS94 E.'coli!K12!AR3110 bluF::scar pdeR::kan    diese Arbeit 
OS95 E.'coli!K12!AR3110 cdgI::scar pdeR::kan diese Arbeit 
OS96 E.'coli!K12!AR3110 csrD::scar pdeR::kan diese Arbeit 
OS97 E.'coli!K12!AR3110 rflP::scar pdeR::kan diese Arbeit 
OS149 E.'coli!K12!MC4100 synp213::lacZ (full UP) rpoS::kan  diese Arbeit!
OS150 E.'coli!K12!MC4100 synp213::lacZ (no UP) rpoS::kan  diese Arbeit!
OS151 E.'coli!K12!MC4100 synp213::lacZ (distal UP) rpoS::kan  diese Arbeit!
OS152 E.'coli!K12!MC4100 synp213::lacZ (proximal UP) rpoS::kan  diese Arbeit!
OS154 E.'coli!K12!MC4100 synp21::lacZ rpoS::kan  diese Arbeit!
OS155 E.'coli!K12!MC4100 synp8::lacZ rpoS::kan  diese Arbeit!
OS166 E.'coli!K12!W3110 pdeH::scar dgcP::kan  diese Arbeit!
OS169 E.'coli!K12!AR3110 pdeH::scar dgcP::kan  diese Arbeit!
OS183 E.'coli!K12!W3110 dgcO::scar dgcM::kan   diese Arbeit 
OS184 E.'coli!K12!W3110 dgcO::scar dgcE::kan   diese Arbeit 
OS185 E.'coli!K12!W3110 dgcE::scar dgcM::kan   diese Arbeit 
OS186 E.'coli!K12!AR3110 dgcO::scar dgcE::kan   diese Arbeit 
OS187 E.'coli!K12!AR3110 dgcO::scar dgcM::scar dgcE::kan     diese Arbeit 
OS188 E.'coli!K12!W3110 dgcO::scar dgcM::scar   diese Arbeit 
OS189 E.'coli!K12!W3110 dgcO::scar dgcM::scar dgcE::kan     diese Arbeit 
OS191 E.'coli!K12!W3110 dgcO::scar pdeH::scar diese Arbeit!
OS194 E.'coli!K12!AR3110 dgcO::scar pdeH::scar diese Arbeit!
OS208 E.'coli!K12!AR3110 dgcO::scar dgcM::scar      diese Arbeit 
OS213 E.'coli!K12!W3110 pdeH::scar dgcM::kan  diese Arbeit!
OS214 E.'coli!K12!AR3110 pdeH::scar dgcM::kan  diese Arbeit!
OS217 E.'coli!K12!W3110 pdeO::scar  dgcM::kan      diese Arbeit!
OS218 E.'coli!K12!W3110 pdeO::scar dgcE::kan      diese Arbeit!
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OS219 E.'coli!K12!AR3110 pdeO::scar dgcE::kan      diese Arbeit!
OS222 E.'coli!K12!W3110 dgcE::scar dgcM::scar   diese Arbeit!
OS223 E.'coli!K12!AR3110 dgcE::scar dgcM::scar   diese Arbeit!
OS224 E.'coli!K12!W3110 dgcE::scar dgcM::scar pdeO::kan    diese Arbeit!
OS225 E.'coli!K12!AR3110 dgcE::scar dgcM::scar pdeO::kan    diese Arbeit!
OS226 E.'coli!K12!AR3110 pdeK::scar dgcE::kan      diese Arbeit!
OS228 E.'coli!K12!AR3110 dgcO::scar dgcE::scar dgcM::scar    diese Arbeit!
OS229 E.'coli!K12!AR3110 dgcO::scar dgcE::scar dgcM::scar pdeK::cat    diese Arbeit!
OS230 E.'coli!K12!AR3110 dgcO::scar dgcM::scar pdeK::cat  diese Arbeit!
OS231 E.'coli!K12!AR3110 dgcO::scar pdeK::cat  diese Arbeit!
OS232 E.'coli!K12!AR3110 pdeK::scar dgcM::scar diese Arbeit!
OS233 E.'coli!K12!AR3110 dgcO::scar dgcE::scar      diese Arbeit!
OS234 E.'coli!K12!AR3110 dgcO::scar dgcE::scar pdeK::cat     diese Arbeit!
OS236 E.'coli!K12!AR3110 Δlac(I-A) yhiR::lacZ dgcM::scar dgcE::scar    diese Arbeit!
OS238 E.'coli!K12!AR3110 Δlac(I-A) yhjR::lacZ dgcM::scar dgcE::scar pdeO::kan      diese Arbeit!
OS239 E.'coli!K12!AR3110 Δlac(I-A) bcsA::lacZ pdeO::scar dgcM::scar 
dgcE::kan    
diese Arbeit!
OS240 E.'coli!K12!AR3110 dgcE::scar dgcM::scar dgcN::cat   diese Arbeit!
OS241 E.'coli!K12!AR3110 pdeK::scar dgcM::scar dgcE::kan   diese Arbeit!
OS242 E.'coli!K12!AR3110 Δlac(I-A) bcsA::lacZ pdeO::scar dgcE::kan    diese Arbeit!
OS243 E.'coli!K12!AR3110 Δlac(I-A) bcsA::lacZ dgcO::scar dgcM::scar 
dgcE::kan    
diese Arbeit!
OS244 E.'coli!K12!AR3110 Δlac(I-A) bcsA::lacZ dgcO::scar dgcE::kan    diese Arbeit!
OS245 E.'coli!K12!AR3110 Δlac(I-A) bcsA::lacZ dgcM::scar dgcE::kan diese Arbeit!
OS246 E.'coli!K12!AR3110 Δlac(I-A) bcsA::lacZ dgcE::kan    diese Arbeit!
OS247 E.'coli!K12!AR3110 Δlac(I-A) bcsQ::lacZ pdeO::kan    diese Arbeit!
OS248 E.'coli!K12!AR3110 Δlac(I-A) bcsQ::lacZ dgcE::scar   diese Arbeit!
OS252 E.'coli!K12!AR3110 Δlac(I-A) bcsQ::lacZ dgcO::scar    diese Arbeit!
OS254 E.'coli!K12!AR3110 Δlac(I-A) bcsQ::lacZ dgcO::scar dgcM::kan      diese Arbeit!
OS255 E.'coli!K12!AR3110 Δlac(I-A) bcsQ::lacZ dgcO::scar dgcE::scar      diese Arbeit!
OS256 E.'coli!K12!AR3110 Δlac(I-A) bcsQ::lacZ dgcO::scar dgcE::scar 
ydaM::kan        
diese Arbeit!
OS257 E.'coli!K12!AR3110 Δlac(I-A) bcsQ::lacZ dgcM::scar    diese Arbeit!
OS258 E.'coli!K12!AR3110 Δlac(I-A) bcsQ::lacZ dgcM::scar dgcE::kan    diese Arbeit!
OS259 E.'coli!K12!AR3110 Δlac(I-A) yhjR::lacZ  (ohne Kanamycin Resistenzkassette)   
diese Arbeit!
OS263 E.'coli!K12!AR3110 Δlac(I-A) yhjR::lacZ dgcO::scar    diese Arbeit!
OS264 E.'coli!K12!AR3110 Δlac(I-A) yhjR::lacZ dgcM::scar    diese Arbeit!
OS265 E.'coli!K12!AR3110 Δlac(I-A) yhjR::lacZ dgcO::scar dgcE::kan    diese Arbeit!
OS267 E.'coli!K12!AR3110 Δlac(I-A) yhjR::lacZ dgcO::scar dgcM::kan    diese Arbeit!
OS268 E.'coli!K12!AR3110 Δlac(I-A) yhjR::lacZ dgcO::scar dgcE::scar    diese Arbeit!
OS269 E.'coli!K12!AR3110 Δlac(I-A) yhjR::lacZ dgcO::scar dgcE::scar dgcM::kan   diese Arbeit!
OS271 E.'coli!K12!AR3110 Δlac(I-A) yhjR::lacZ pdeO::scar   diese Arbeit!
OS272 E.'coli!K12!AR3110 Δlac(I-A) yhjR::lacZ dgcM::scar pdeO::kan     diese Arbeit!
OS273 E.'coli!K12!AR3110 Δlac(I-A) yhjR::lacZ pdeO::scar dgcE::kan    diese Arbeit!
OS274 E.'coli!K12!AR3110 dgcE::scar dgcM::scar dgcT::cat   diese Arbeit!
OS275 E.'coli!K12!AR3110 dgcE::scar dgcM::scar dgcQ::cat   diese Arbeit!
OS276 E.'coli!K12!AR3110 dgcE::scar dgcM::scar dgcP::cat   diese Arbeit!
OS277 E.'coli!K12!AR3110 Δlac(I-A) bcsQ::lacZ dgcE::scar pdeO::kan     diese Arbeit!
OS278 E.'coli!K12!AR3110 Δlac(I-A) bcsQ::lacZ dgcM::scar pdeO::kan    diese Arbeit!
OS280 E.'coli!K12!AR3110 Δlac(I-A) bcsQ::lacZ dgcM::scar dgcE::scar 
pdeO::kan      
diese Arbeit!
OS281 E.'coli!K12!AR3110 Δlac(I-A) yhjR::lacZ dgcE::scar   diese Arbeit!
OS282 E.'coli!K12!AR3110 dgcE::scar dgcM::scar dgcC::cat   diese Arbeit!
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OS283 E.'coli!K12!AR3110 dgcE::scar dgcM::scar dgcZ::kan     diese Arbeit!
OS284 E.'coli!K12!AR3110 dgcE::scar dgcM::scar dgcJ::kan     diese Arbeit!
OS285 E.'coli!K12!AR3110 dgcE::scar dgcM::scar dgcI::kan     diese Arbeit!
OS286 E.'coli!K12!AR3110 dgcE::scar dgcM::scar dgcF::kan     diese Arbeit!
OS287 E.'coli!K12!AR3110 dgcE::scar dgcM::scar cdgI::cat   diese Arbeit!
OS288 E.'coli!K12!AR3110 dgcE::scar dgcM::scar pdeN::kan     diese Arbeit!
OS289 E.'coli!K12!AR3110 dgcE::scar dgcM::scar pdeG::cat   diese Arbeit!
OS290 E.'coli!K12!AR3110 dgcE::scar dgcM::scar pdeL::cat   diese Arbeit!
OS291 E.'coli!K12!AR3110 dgcE::scar dgcM::scar pdeH::cat   diese Arbeit!
OS292 E.'coli!K12!AR3110 dgcE::scar dgcM::scar pdeB::cat   diese Arbeit!
OS293 E.'coli!K12!AR3110 dgcE::scar dgcM::scar pdeD::cat   diese Arbeit!
OS294 E.'coli!K12!AR3110 dgcE::scar dgcM::scar rflP::cat   diese Arbeit!
OS295 E.'coli!K12!AR3110 dgcE::scar dgcM::scar csrD::cat   diese Arbeit!
OS296 E.'coli!K12!AR3110 dgcE::scar dgcM::scar pdeA::kan     diese Arbeit!
OS297 E.'coli!K12!AR3110 dgcE::scar dgcM::scar pdeF::kan     diese Arbeit!
OS298 E.'coli!K12!AR3110 dgcE::scar dgcM::scar pdeC::kan     diese Arbeit!
OS299 E.'coli!K12!AR3110 dgcE::scar dgcM::scar pdeI::kan     diese Arbeit!
OS300 E.'coli!K12!AR3110 dgcE::scar dgcM::scar bluF::kan     diese Arbeit!
OS301 E.'coli!K12!W3110 dgcE::scar dgcM::scar dgcN::cat   diese Arbeit!
OS302 E.'coli!K12!W3110 dgcE::scar dgcM::scar dgcT::cat   diese Arbeit!
OS303 E.'coli!K12!W3110 dgcE::scar dgcM::scar dgcQ::cat   diese Arbeit!
OS304 E.'coli!K12!W3110 dgcE::scar dgcM::scar dgcP::kan   diese Arbeit!
OS305 E.'coli!K12!W3110 dgcE::scar dgcM::scar pdeR::kan     diese Arbeit!
OS306 E.'coli!K12!W3110 dgcE::scar dgcM::scar pdeK::kan   diese Arbeit!
OS307 E.'coli!K12!W3110 dgcE::scar dgcM::scar dgcC::cat   diese Arbeit!
OS308 E.'coli!K12!W3110 dgcE::scar dgcM::scar pdeH::kan     diese Arbeit!
OS309 E.'coli!K12!W3110 dgcE::scar dgcM::scar dgcJ::kan     diese Arbeit!
OS310 E.'coli!K12!W3110 dgcE::scar dgcM::scar dgcI::kan     diese Arbeit!
OS311 E.'coli!K12!W3110 dgcE::scar dgcM::scar dgcF::kan     diese Arbeit!
OS312 E.'coli!K12!W3110 dgcE::scar dgcM::scar cdgI::cat   diese Arbeit!
OS313 E.'coli!K12!W3110 dgcE::scar dgcM::scar pdeN::kan     diese Arbeit!
OS314 E.'coli!K12!W3110 dgcE::scar dgcM::scar pdeG::cat   diese Arbeit!
OS315 E.'coli!K12!W3110 dgcE::scar dgcM::scar pdeA::cat   diese Arbeit!
OS316 E.'coli!K12!W3110 dgcE::scar dgcM::scar pdeH::cat   diese Arbeit!
OS317 E.'coli!K12!W3110 dgcE::scar dgcM::scar pdeB::cat   diese Arbeit!
OS318 E.'coli!K12!W3110 dgcE::scar dgcM::scar pdeD::kan     diese Arbeit!
OS319 E.'coli!K12!W3110 dgcE::scar dgcM::scar rflP::cat   diese Arbeit!
OS320 E.'coli!K12!W3110 dgcE::scar dgcM::scar csrD::cat   diese Arbeit!
OS321 E.'coli!K12!W3110 dgcE::scar dgcM::scar pdeA::kan     diese Arbeit!
OS322 E.'coli!K12!W3110 dgcE::scar dgcM::scar pdeF::kan     diese Arbeit!
OS323 E.'coli!K12!W3110 dgcE::scar dgcM::scar pdeC::kan     diese Arbeit!
OS324 E.'coli!K12!W3110 dgcE::scar dgcM::scar pdeI::kan     diese Arbeit!
OS325 E.'coli!K12!W3110 dgcE::scar dgcM::scar bluF::kan     diese Arbeit!
OS329 E.'coli!K12!W3110 cyaA::scar degQ::scar degP::scar diese Arbeit!
OS333 E.'coli!K12!AR3110 pdeK::scar pdeH::kan   diese Arbeit 
OS334 E.'coli!K12!AR3110 dgcT::scar pdeH::cat diese Arbeit!
OS335 E.'coli!K12!AR3110 dgcQ::scar pdeH::cat diese Arbeit!
OS336 E.'coli!K12!AR3110 dgcF::scar pdeH::cat diese Arbeit!
OS337 E.'coli!K12!AR3110 dgcI::scar pdeH::cat diese Arbeit!
OS338 E.'coli!K12!AR3110 dgcJ::scar pdeH::cat diese Arbeit!
OS339 E.'coli!K12!AR3110 dgcZ::scar pdeH::cat diese Arbeit!
OS341 E.'coli!K12!W3110 dgcT::scar pdeH::cat diese Arbeit!
OS342 E.'coli!K12!W3110 dgcQ::scar pdeH::cat diese Arbeit!
OS343 E.'coli!K12!W3110 dgcF::scar pdeH::cat diese Arbeit!
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OS344 E.'coli!K12!W3110 dgcI::scar pdeH::cat diese Arbeit!
OS345 E.'coli!K12!AR3110 dgcC::scar pdeH::cat diese Arbeit!
OS346 E.'coli!K12!W3110 dgcZ::scar pdeH::cat diese Arbeit!
OS347 E.'coli!K12!AR3110 dgcE::scar dgcM::scar pdeO::scar pnp::kan    diese Arbeit!
OS348 E.'coli!K12!AR3110 dgcC::scar pdeH::kan pdeK::cat diese Arbeit!
OS349 E.'coli!K12!AR3110 pnp::kan   diese Arbeit!
OS350 E.'coli!K12!AR3110 dgcE::scar pnp::kan   diese Arbeit!
OS351 E.'coli!K12!AR3110 dgcM::scar pnp::kan   diese Arbeit!
OS352 E.'coli!K12!AR3110 dgcO::scar pnp::kan   diese Arbeit!
OS353 E.'coli!K12!AR3110 pdeO::scar pnp::kan   diese Arbeit!
OS354 E.'coli!K12!AR3110 dgcE::scar dgcM::scar pnp::kan    diese Arbeit!
OS355 E.'coli!K12!AR3110 dgcE::scar dgcM::scar dgcO::scar pnp::kan    diese Arbeit!
OS356 E.'coli!K12!AR3110 dgcM::scar dgcO::scar pnp::kan    diese Arbeit!
OS357 E.'coli!K12!AR3110 dgcE::scar dgcO::scar pnp::kan    diese Arbeit!
OS358 E.'coli!K12!AR3110 pdeO::scar dgcM::scar pnp::kan    diese Arbeit!
OS359 E.'coli!K12!AR3110 pdeO::scar dgcE::scar pnp::kan    diese Arbeit!
OS360 E.'coli!K12!AR3110 dgcE::scar dgcM::scar pdeO::scar    diese Arbeit!
OS361 E.'coli!K12!AR3110 dgcCGGAAF pdeH::kan    diese Arbeit!
OS362 E.'coli!K12!AR3110 dgcCGGAAF pdeK::cat pdeH::kan   diese Arbeit!
OS363 E.'coli!K12!W3110 dgcN::scar pdeH::cat diese Arbeit!
AR201 E.'coli!K12!W3110 dgcC::scar  AG Hengge!
AP217 E.'coli!K12!W3110 dgcO::scar  AG Hengge!
AP245 E.'coli!K12!W3110 pdeH::scar  dgcJ::kan AG Hengge 
AP271 W3110 Δlac(I-A) csgB::lacZ dgcE::scar AG Hengge 
AR54  E.'coli!K12!W3110 dgcZ:.scar  AG Hengge!
AR56 E.'coli!K12!W3110 dgcJ::scar  AG Hengge!
AR58 E.'coli!K12!W3110 dgcP::scar  AG Hengge!
AR60  E.'coli!K12!W3110 dgcI::scar  AG Hengge!
AR70 E.'coli!K12!W3110 dgcF::scar  AG Hengge!
AR80 E.'coli!K12!W3110 pdeO::scar  AG Hengge!
AR82 E.'coli!K12!W3110 pdeA::scar  AG Hengge!
AR84 E.'coli!K12!W3110 pdeF::scar   AG Hengge!
AR86 E.'coli!K12!W3110 pdeK::scar  AG Hengge!
AR88 E.'coli!K12!W3110 pdeN::scar  AG Hengge!
AR92 E.'coli!K12!W3110 pdeC::scar  AG Hengge!
AR90 E.'coli!K12!W3110 bluF::scar  AG Hengge!
AR94 E.'coli!K12!W3110 pdeI::scar  AG Hengge!
AR190 E.'coli!K12!AR3110 pdeH::scar  AG Hengge!
AR193 E.'coli!K12!AR3110 dgcC::scar  AG Hengge!
AR194 E.'coli!K12!AR3110 pdeD::scar  AG Hengge!
AR196 E.'coli!K12!W3110 pdeD::scar  AG Hengge!
AR199 E.'coli!K12!AR3110 dgcE::scar  AG Hengge!
AR200 E.'coli!K12!AR3110 pdeK::scar  AG Hengge!
AR220 E.'coli!K12!AR3110 pdeN::scar  AG Hengge!
AR221 E.'coli!K12!AR3110 dgcN::scar   AG Hengge!
AR222 E.'coli!K12!AR3110 pdeB::scar  AG Hengge!
AR223 E.'coli!K12!AR3110 pdeG::scar  AG Hengge!
AR224 E.'coli!K12!AR3110 rflP::scar  AG Hengge!
AR225 E.'coli!K12!AR3110 cdgI::scar  AG Hengge!
AR226  E.'coli!K12!AR3110 pdeL::scar  AG Hengge!
AR227 E.'coli!K12!AR3110 dgcT::scar  AG Hengge!
AR231  E.'coli!K12!AR3110 pdeI::scar  AG Hengge!
AR232 E.'coli!K12!AR3110 dgcI::scar  AG Hengge!
AR233 E.'coli!K12!AR3110 dgcF::scar  AG Hengge!
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AR234 E.'coli!K12!AR3110 dgcP::scar  AG Hengge!
AR235 E.'coli!K12!AR3110 dgcJ::scar  AG Hengge!
AR236 E.'coli!K12!AR3110 bluF::scar  AG Hengge!
AR237 E.'coli!K12!AR3110 pdeO::scar  AG Hengge!
AR238 E.'coli!K12!AR3110 dgcO::scar  AG Hengge!
AR239  E.'coli!K12!AR3110 dgcZ:.scar  AG Hengge!
AR240 E.'coli!K12!AR3110 pdeC::scar  AG Hengge!
AR241 E.'coli!K12!AR3110 pdeA::scar  AG Hengge!
AR242 E.'coli!K12!AR3110 dgcQ::scar  AG Hengge!
AR243 E.'coli!K12!AR3110 pdeF::scar   AG Hengge!
AR244 E.'coli!K12!AR3110 csrD::scar  AG Hengge!
AR260 E.'coli!K12!AR3110 dgcC::scar pdeK::cat AG Hengge!
AR331 E.'coli!K12!W3110 pdeB::scar  AG Hengge!
AR333 E.'coli!K12!W3110 pdeG::scar  AG Hengge!
AR338 E.'coli!K12!AR3110 dgcE::scar pdeH::kan   AG Hengge 
AR341 E.'coli!K12!AR3110 Δlac(I-A) bcsA::lacZ' AG Hengge!
AR342 E.'coli!K12!AR3110 Δlac(I-A) bcsQ::lacZ AG Hengge!
AR378 E.'coli!K12!AR3110 Δlac(I-A) bcsA::lacZ dgcM::scar' AG Hengge!
AR391 E.'coli!K12!AR3110 Δlac(I-A) bcsA::lacZ dgcM::scar pdeO::scar' AG Hengge!
AR392 E.'coli!K12!AR3110 Δlac(I-A) bcsA::lacZ dgcM::scar dgcO::scar' AG Hengge!
AR393 E.'coli!K12!AR3110 Δlac(I-A) bcsA::lacZ pdeO::scar' AG Hengge!
AR394 E.'coli!K12!AR3110 Δlac(I-A) bcsA::lacZ dgcO::scar' AG Hengge!
AR416 E.'coli!K12!AR3110 dgcCGGAAF AG Hengge!
AR428 E.'coli!K12!AR3110 dgcCGGAAF pdeK::cat AG Hengge!
GB899 E.'coli!K12!W3110 pdeL::scar  AG Hengge!
GK1100  W3110 Δlac(I-A) csgB::lacZ AG Hengge!
KL44 W3110 Δlac(I-A) csgB::lacZ pdeH::scar AG Hengge!
NS69 E.'coli!K12!W3110 dgcE::scar  AG Hengge!
NS350 E.'coli!K12!W3110 pdeH::scar  AG Hengge!
SF168 E.'coli!K12!AR3110 dgcN::scar pdeH::kan AG Hengge!
SL155 W3110 Δlac(I-A) csgB::lacZ dgcM::kan AG Hengge!
VP24 W3110 Δlac(I-A) csgB::lacZ dgcE::scar dgcM::scar AG Hengge!




Der P1vir-Phage wurde in dieser Arbeit als transduzierender Bakteriophage aus der 




Tab. 3.4 Allgemeine Plasmide 
Plasmid Beschreibung Referenz 
pCP20 Hilfsplasmid mit FLP-Rekombinase, Temperatur-
induzierbarer Promotor, temperatursensitive 
Replikation, AmpR 
pKD3 Template-Plasmid zum Amplifizieren der FRT-
flankierten Cm-Kassette, AmpR, CmR  
pKD4 Template-Plasmid zum Amplifizieren der FRT-
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pKD46 Hilfsplasmid, kodiert λ Red Rekombinase, 
temperatursensitive Replikation, AmpR 
Datsenko and 
Wanner, 2000 
pT7 pACYC184-Derivat, kodiert T7 Polymerase aus E.coli 





Tab. 3.5 Plasmide für das BacterioMatch® II Two-Hybrid System 
Plasmid Beschreibung Referenz 
pBT BacterioMatch® II Two-Hybrid-System Vektor, IPTG-
induzierbarer lac-UV5 Promotor, zur Herstellung von 





pTRG BacterioMatch® II Two-Hybrid-System Vektor, IPTG-
induzierbarer lpp/lac-UV5 Tandempromotor, zur 
Herstellung von Fusionsproteinen mit N-terminalen 




pBT-RpoS pBT-Derivat, kodiert für cI::RpoS Fusionsprotein, CmR Becker et al., 
1999 
pTRG-RssB pTRG-Derivat, kodiert für αNTD-RNAP::RssB 
Fusionsprotein, TetR 
Becker et al., 
1999 
pBT-DgcC cI::DgcC (AS199-371) Fusionsprotein, CmR diese Arbeit 
pTRG-DgcC αNTD-RNAP::DgcC (AS199-371) Fusionsprotein, TetR diese Arbeit 
pBT-DgcE cI::DgcE (AS290-1105) Fusionsprotein, CmR diese Arbeit 
pTRG-DgcE αNTD-RNAP::DgcE (AS290-1105) Fusionsprotein, TetR S.Lindenberg 
pBT-DgcF cI::DgcF von E.coli 55989 (AS138-311) Fusionsprotein, 
CmR 
R.Behrsing 
pTRG-DgcF αNTD-RNAP::DgcF von E.coli 55989 (AS138-311) 
Fusionsprotein, TetR 
diese Arbeit 
pBT-DgcI cI::DgcI (AS254-441) Fusionsprotein, CmR R.Behrsing 
pTRG-DgcI αNTD-RNAP::DgcI (AS254-441) Fusionsprotein, TetR diese Arbeit 
pBT-DgcJ cI::DgcJ (AS331-491) Fusionsprotein, CmR diese Arbeit 
pTRG-DgcJ αNTD-RNAP::DgcJ (AS331-491) Fusionsprotein, TetR diese Arbeit 
pBT-DgcM cI::DgcM (ganzer ORF) Fusionsprotein, CmR Lindenberg et 
al., 2013 




pBT-DgcN cI::DgcN (AS182-401) Fusionsprotein, CmR diese Arbeit 
pTRG-DgcN αNTD-RNAP::DgcN (AS182-401) Fusionsprotein, TetR diese Arbeit 
pBT-DgcO cI::DgcO (ganzer ORF) Fusionsprotein, CmR diese Arbeit 
pTRG-DgcO αNTD-RNAP::DgcO (ganzer ORF) Fusionsprotein, 
TetR 
diese Arbeit 
pBT-DgcP cI::DgcP (ganzer ORF) Fusionsprotein, CmR diese Arbeit 
pTRG-DgcP αNTD-RNAP::DgcP (ganzer ORF) Fusionsprotein, TetR G.Klauck 
pBT-DgcQ cI::DgcQ (AS384-561) Fusionsprotein, CmR diese Arbeit 
pTRG-DgcQ αNTD-RNAP::DgcQ (AS384-561) Fusionsprotein, TetR diese Arbeit 
pBT-DgcT cI::DgcT (AS279-451) Fusionsprotein, CmR diese Arbeit 
pTRG-DgcT αNTD-RNAP::DgcT (AS279-451) Fusionsprotein, TetR diese Arbeit 
pBT-DgcZ cI::DgcZ (ganzer ORF) Fusionsprotein, CmR R.Behrsing 
pTRG-DgcZ αNTD-RNAP::DgcZ (ganzer ORF)  Fusionsprotein, 
TetR 
diese Arbeit 
pBT-PdeA cI::PdeA (AS313-730) Fusionsprotein, CmR V.Pfiffer 
pTRG-PdeA αNTD-RNAP::PdeA (AS313-730) Fusionsprotein, TetR diese Arbeit 
pBT-PdeB cI::PdeB (AS266-517) Fusionsprotein, CmR V.Pfiffer 
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pTRG-PdeB αNTD-RNAP::PdeB (AS266-517) Fusionsprotein, TetR diese Arbeit 
pBT-PdeC cI::PdeC (AS262-529) Fusionsprotein, CmR V.Pfiffer 
pTRG-PdeC αNTD-RNAP::PdeC (AS262-529) Fusionsprotein, TetR diese Arbeit 
pBT-PdeD cI::PdeD (AS259-531) Fusionsprotein, CmR diese Arbeit 
pTRG-PdeD αNTD-RNAP::PdeD (AS259-531) Fusionsprotein, TetR diese Arbeit 
pBT-PdeF cI::PdeF (AS318-748) Fusionsprotein, CmR V.Pfiffer 
pTRG-PdeF αNTD-RNAP::PdeF (AS318-748) Fusionsprotein, TetR diese Arbeit 
pBT-PdeG cI::PdeG (AS240-508) Fusionsprotein, CmR V.Pfiffer 
pTRG-PdeG αNTD-RNAP::PdeG (AS240-508) Fusionsprotein, TetR diese Arbeit 
pBT-PdeH cI::PdeH (ganzer ORF) Fusionsprotein, CmR S.Lindenberg 
pTRG-PdeH αNTD-RNAP::PdeH (ganzer ORF) Fusionsprotein, TetR S.Lindenberg 
pBT-PdeI cI::PdeI (AS322-783) Fusionsprotein, CmR V.Pfiffer 
pTRG-PdeI αNTD-RNAP::PdeI (AS322-783) Fusionsprotein, TetR diese Arbeit 
pBT-PdeK cI::PdeK (AS182-641) Fusionsprotein, CmR diese Arbeit 
pTRG-PdeK αNTD-RNAP::PdeK (AS182-641) Fusionsprotein, TetR diese Arbeit 
pBT-PdeL cI::PdeL (ganzer ORF) Fusionsprotein, CmR G.Klauck 
pTRG-PdeL αNTD-RNAP::PdeL (ganzer ORF) Fusionsprotein, TetR diese Arbeit 
pBT-PdeN cI::PdeN (AS259-519) Fusionsprotein, CmR V.Pfiffer 
pTRG-PdeN αNTD-RNAP::PdeN (AS259-519) Fusionsprotein, TetR diese Arbeit 
pBT-PdeO cI::PdeO (ganzer ORF) Fusionsprotein, CmR V.Pfiffer 
pTRG-PdeO αNTD-RNAP::PdeO (ganzer ORF) Fusionsprotein, TetR diese Arbeit 
pBT-PdeR cI::PdeR (ganzer ORF) Fusionsprotein, CmR Lindenberg et 
al., 2013 
pTRG-PdeR αNTD-RNAP::PdeR (ganzer ORF) Fusionsprotein, TetR Lindenberg et 
al., 2013 
pBT-BluF cI::BluF (ganzer ORF) Fusionsprotein, CmR Tschowri et al., 
2012 
pTRG-BluF αNTD-RNAP::BluF (ganzer ORF) Fusionsprotein, TetR Tschowri et al., 
2012 
pBT-CdgI cI::CdgI (AS319-492) Fusionsprotein, CmR diese Arbeit 
pTRG-CdgI αNTD-RNAP::CdgI (AS319-492) Fusionsprotein, TetR V.Pfiffer 
pBT-CsrD cI::CsrD (AS153-647) Fusionsprotein, CmR V.Pfiffer 
pTRG-CsrD αNTD-RNAP::CsrD (AS153-647) Fusionsprotein, TetR diese Arbeit 
pBT-RflP cI::RflP (ganzer ORF) Fusionsprotein, CmR diese Arbeit 
pTRG-RflP αNTD-RNAP::RflP (ganzer ORF) Fusionsprotein, TetR diese Arbeit 
pBT-DgcE-3xPAS cI::DgcE (AS290-704) Fusionsprotein, nur 3xPAS-
Domäne, CmR 
diese Arbeit 
pTRG-DgcE-3xPAS αNTD-RNAP::DgcE (AS290-704) Fusionsprotein, nur 
3xPAS-Domäne, TetR 
S.Lindenberg 
pBT-DgcE-GGDEF cI::DgcE (AS671-860) Fusionsprotein, nur GGDEF-
Domäne, CmR 
S.Lindenberg 
pTRG-DgcE-GGDEF αNTD-RNAP::DgcE (AS671-860) Fusionsprotein, nur 
GGDEF-Domäne, TetR 
diese Arbeit 
pBT-DgcE-EAL cI::DgcE (AS842-1101) Fusionsprotein, nur EAL- 
Domäne, CmR 
V.Pfiffer 
pTRG-DgcE-EAL αNTD-RNAP::DgcE (AS842-1101) Fusionsprotein, nur 
EAL-Domäne, TetR 
S.Lindenberg 
pBT-DgcM-2xPAS cI::DgcM (AS2-278) Fusionsprotein, nur 2xPAS- 
Domäne, CmR 
S.Lindenberg 
pTRG-DgcM-2xPAS αNTD-RNAP::DgcM (AS2-278) Fusionsprotein, nur 
2xPAS-Domäne, TetR 
S.Lindenberg 
pBT-DgcM-GGDEF cI::DgcM (AS221-411) Fusionsprotein, nur GGDEF- 
Domäne, CmR 
S.Lindenberg 
pTRG-DgcM-GGDEF αNTD-RNAP::DgcM (AS221-411) Fusionsprotein, nur 
GGDEF-Domäne, TetR 
S.Lindenberg 
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pBT-DgcN-HAMP cI::DgcN (AS182-292) Fusionsprotein, nur HAMP- 
Domäne, CmR 
diese Arbeit 
pTRG-DgcN-HAMP αNTD-RNAP::DgcN (AS182-292) Fusionsprotein, nur 
HAMP-Domäne, TetR 
diese Arbeit 
pBT-DgcN-GGDEF cI::DgcN (AS233-401) Fusionsprotein, nur GGDEF- 
Domäne, CmR 
diese Arbeit 
pTRG-DgcN-GGDEF αNTD-RNAP::DgcN (AS233-401) Fusionsprotein, nur 
GGDEF-Domäne, TetR 
diese Arbeit 
pBT-DgcO-GS cI::DgcO (AS2-347) Fusionsprotein, nur Globin-Sensor-
Domäne, CmR 
diese Arbeit 
pTRG-DgcO-GS αNTD-RNAP::DgcO (AS2-347) Fusionsprotein, nur 
Globin-Sensor-Domäne, TetR 
diese Arbeit 
pBT-DgcO-GGDEF cI::DgcO (AS261-461) Fusionsprotein, nur GGDEF- 
Domäne, CmR 
diese Arbeit 
pTRG-DgcO-GGDEF αNTD-RNAP::DgcO (AS261-461) Fusionsprotein, nur 
GGDEF-Domäne, TetR 
diese Arbeit 
pBT-DgcP-GGDEF cI::DgcP (AS170-1023) Fusionsprotein, nur GGDEF-
Domäne, CmR 
diese Arbeit 
pTRG-DgcP-GGDEF αNTD-RNAP::DgcP (AS170-1023) Fusionsprotein, nur 
GGDEF-Domäne, TetR 
G.Klauck 
pBT-DgcZ-GGDEF cI::DgcZ (AS157-889) Fusionsprotein, nur GGDEF- 
Domäne, CmR 
diese Arbeit 
pTRG-DgcZ-GGDEF αNTD-RNAP::DgcZ (AS157-889) Fusionsprotein, nur 
GGDEF-Domäne, TetR 
diese Arbeit 
pBT-PdeA-GGDEF cI::PdeA (313-490) Fusionsprotein, nur GGDEF-
Domäne, CmR 
R.Behrsing 
pTRG-PdeA-GGDEF αNTD-RNAP::PdeA (313-490) Fusionsprotein, nur 
GGDEF-Domäne, TetR 
R.Behrsing 
pBT-PdeF-GGDEF cI::PdeF (AS317-500) Fusionsprotein, nur GGDEF-
Domäne, CmR 
R.Behrsing 
pTRG-PdeF-GGDEF αNTD-RNAP::PdeF (AS317-500) Fusionsprotein, nur 
GGDEF-Domäne, TetR 
R.Behrsing 
pBT-PdeK-GGDEF cI::PdeK (AS182-444) Fusionsprotein, nur GGDEF-
Domäne, CmR 
diese Arbeit 
pTRG-PdeK-GGDEF αNTD-RNAP::PdeK (AS182-444) Fusionsprotein, nur 
GGDEF-Domäne, TetR 
diese Arbeit 
pBT-PdeO-GGDEF cI::PdeO (AS400-540) Fusionsprotein, nur GGDEF-
Domäne, CmR 
R.Behrsing 
pTRG-PdeO-GGDEF αNTD-RNAP::PdeO (AS400-540) Fusionsprotein, nur 
GGDEF-Domäne, TetR 
R.Behrsing 
pBT-PdeR-PAS cI::PdeR (AS2-257) Fusionsprotein, nur PAS-Domäne, 
CmR 
S.Lindenberg 
pTRG-PdeR-PAS αNTD-RNAP::PdeB (AS266-517) Fusionsprotein, nur 
PAS-Domäne, TetR 
diese Arbeit 
pBT-PdeR-GGDEF cI::PdeR (AS171-426) Fusionsprotein, nur GGDEF-
Domäne, CmR 
S.Lindenberg 
pTRG-PdeR-GGDEF αNTD-RNAP::PdeR (AS171-426) Fusionsprotein, nur 
GGDEF-Domäne, TetR 
diese Arbeit 
pBT-PdeR-EAL cI::PdeR (AS375-661) Fusionsprotein, nur EAL- 
Domäne, CmR 
S.Lindenberg 
pTRG-PdeR-EAL αNTD-RNAP:: PdeR (AS375-661) Fusionsprotein, nur 
EAL-Domäne, TetR 
diese Arbeit 
pBT-CsrD-GGDEF cI::CsrD (AS152-400) Fusionsprotein, nur GGDEF-
Domäne, CmR 
R.Behrsing 
pTRG-CsrD-GGDEF αNTD-RNAP::CsrD (AS152-400) Fusionsprotein, nur 
GGDEF-Domäne, TetR 
R.Behrsing 
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Tab. 3.6 Plasmide für das auf der Adenylatzyklase-Aktivität basierte Two-Hybrid System 
Plasmid Beschreibung Referenz 
pKT25 Expressionsplasmid zur Herstellung von 
Fusionsproteinen mit N-terminalen T25-Fragment der 
Adenylat-Zyklase von B. pertussens, KanR 
pUT18 Expressionsplasmid zur Herstellung von 
Fusionsproteinen mit C-terminalen T18-Fragment der 
Adenylat-Zyklase von B. pertussens, AmpR 
pUT18C Expressionsplasmid zur Herstellung von 
Fusionsproteinen mit N-terminalen T18-Fragment der 
Adenylat-Zyklase von B. pertussens, AmpR 
pKT25-zip T25::Leucine-Zipper, Kontroll-Plasmid  






(Karimova et al., 
1998) 
pKNT25 Expressionsplasmid zur Herstellung von 
Fusionsproteinen mit C-terminalen T25-Fragment der 
Adenylat-Zyklase von B. pertussens, KanR 
Geschenk AG 
Sourjik; 
(Karimova et al., 
1998) 
pKNT25-PdeCwt PdeC::T25 Fusionsprotein, ganzer ORF, KanR diese Arbeit 
pUT18-PdeCwt PdeC::T18 Fusionsprotein, ganzer ORF, AmpR diese Arbeit 
pKNT25-PdeCTM2-EAL PdeC-TM2 und EAL-Domäne::T25 Fusionsprotein, 
KanR 
diese Arbeit 
pUT18-PdeCTM2-EAL PdeC-TM2 und EAL-Domäne::T18 Fusionsprotein, 
AmpR 
diese Arbeit 
pKNT25-PdeCEAL PdeC-EAL-Domäne::T25 Fusionsprotein, KanR diese Arbeit 
pUT18-PdeCEAL PdeC-EAL-Domäne::T18 Fusionsprotein, AmpR diese Arbeit 
pKT25-PdeCEAL T25::PdeC-EAL-Domäne Fusionsprotein, KanR diese Arbeit 
pUT18C-PdeCEAL T18::PdeC-EAL-Domäne Fusionsprotein, AmpR diese Arbeit 
pKNT25-PdeCASS PdeC::T25 Fusionsprotein, ganzer ORF, CSS-Motiv zu 
ASS mutiert, (s.Primerliste), KanR 
diese Arbeit 
pUT18-PdeCASS PdeC::T18 Fusionsprotein, ganzer ORF, CSS-Motiv zu 
ASS mutiert, (s.Primerliste), AmpR 
diese Arbeit 
pKNT25-PdeCwt-TM2LacY PdeC::T25 Fusionsprotein, ganzer ORF, TM2 
ausgetauscht gegen TM2 aus LacY von E. coli 
(s.Primerliste), KanR 
diese Arbeit 
pUT18-PdeCwt-TM2LacY PdeC::T18 Fusionsprotein, ganzer ORF, TM2 
ausgetauscht gegen TM2 aus LacY von E. coli 
(s.Primerliste), AmpR 
diese Arbeit 
pKNT25-PdeCASS-TM2LacY PdeC::T25 Fusionsprotein, ganzer ORF, CSS-Motiv zu 
ASS mutiert, TM2 ausgetauscht gegen TM2 aus LacY 
von E. coli (s.Primerliste), KanR 
diese Arbeit 
pUT18-PdeCASS-TM2LacY PdeC::T18 Fusionsprotein, ganzer ORF, CSS-Motiv zu 
ASS mutiert, TM2 ausgetauscht gegen TM2 aus LacY 
von E. coli (s.Primerliste), AmpR 
diese Arbeit 
pKNT25-PdeCTM2LacY-EAL PdeC-TM2 und EAL Domäne::T25 Fusionsprotein, 
TM2 ausgetauscht gegen TM2 aus LacY von E. coli 
(s.Primerliste), KanR 
diese Arbeit 
pUT18-PdeCTM2LacY -EAL PdeC-TM2 und EAL Domäne::T18 Fusionsprotein, 




Tab. 3.7 Plasmide für die Überexpression von Proteinen 
Plasmid Beschreibung Referenz 
pETDuet1 IPTG-induzierbarer Überexpressionsvektor mit 2 
MCSs unter der Kontrolle eines T7 Polymerase-
abhängigen Promotors, AmpR 
Merck/ 
Novagen  
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pRH800 IPTG-induzierbarer Überexpressionsvektor mit tac 
Promotor, AmpR  
R.Hengge, AG 
Hengge 
pCAB18cat pCAB18-Derivat, IPTG-induzierbarer 






pCAB18cat-DgcO DgcO (ganzer ORF), CmR diese Arbeit 
pCAB18cat-DgcOGGDAF DgcO (ganzer ORF), GGDEF-Motiv zu GGDAF 




DgcO (ganzer ORF), GGDEF-Motiv zu GGDAF 
mutiert, RSSD-Motiv (I-Site) zu GSSG mutiert 
(s.Primerliste), CmR 
diese Arbeit 
pRH800-DgcO DgcO (ganzer ORF), AmpR diese Arbeit 
pRH800-DgcM DgcM (ganzer ORF), AmpR diese Arbeit 
pRH800-DgcMGGAAF DgcM (ganzer ORF), GGDEF-Motiv zu GGAAF 
mutiert, AmpR 
S.Lindenberg 
pCAB18cat-PdeO PdeO (ganzer ORF), CmR diese Arbeit 
pCAB18cat-PdeOAAL PdeO (ganzer ORF), EAL-Motiv zu AAL mutiert 
(s.Primerliste), CmR 
diese Arbeit 
pCAB18cat-DgcC DgcC (ganzer ORF), CmR diese Arbeit 
pCAB18cat-DgcP DgcP (ganzer ORF), CmR diese Arbeit 
pETDuet1-Strep-DgcO Strep-tag::DgcO (ganzer ORF), AmpR diese Arbeit 
pETDuet1-Strep-
DgcOGGDAF 
Strep-tag::DgcO (ganzer ORF), GGDEF-Motiv zu 
GGDAF mutiert, AmpR 
diese Arbeit 
pETDuet1-6xHis-DgcM 6xHis::DgcM (ganzer ORF), AmpR Lindenberg et 
al., 2013 
pETDuet1-Strep-DgcP Strep-tag::DgcP (ganzer ORF), AmpR diese Arbeit 




Tab.  3.8 Primer für Herstellung chromosomaler Deletionsmutanten 
(Die dem pnp-Leseraster identische Sequenz ist kursiv dargestellt; Zahlen in Klammern bedeuten die 
Bindeposition der Primer bezüglich des Startkodons: Pluszeichen – stromabwärts (downstream) vom 
Startkodon) 





















Tab. 3.9 Primer für die Herstellung der Plasmide für das BacterioMatch® II Two-Hybrid System 
(Schnittstellen der verwendeten Restriktionsenzyme sind fett dargestellt) 




dgcC in pBT  
dgcC-pTRG-EcoRI-for 5`-GCCGAATTCTCCTGGCGGAACATAAACGCAGG-3` Klonierung von 
dgcC in pTRG 
!










dgcF in pBT 
dgcF-pTRG-EcoRI-for 5`-GCCGAATTCTTCTAATGAAGCAAGTTGCGCTG-3` Klonierung von 




dgcI in pBT 
dgcI-pTRG-EcoRI-for 5`-GCCGAATTCTTGTGATTAATCGTGGTATTGTG-3` Klonierung von 



















dgcT in pBT und 
pTRG 
dgcP-pBT-EcoRI-for 5`-GCCGAATTCTTCAGATCAGATTATCGCC-3` 
dgcP-XhoI-rev  5`-GCCCTCGAGTCAGGAATGTAGCGCTGG-3` 
Klonierung von 
dgcP in pBT 
dgcP-pTRG-EcoRI-for 5`-GCCGAATTCTTTCAGATCAGATTATCGCC-3` Klonierung von 





dgcQ in pBT 
dgcQ-pTRG-EcoRI-for 5`-GCCGAATTCTTGTTAGCAACATGTATGTTCTG-3` Klonierung von 
















































pdeC in pTRG 

















































pdeN in pBT 
pdeN-pTRG-EcoRI-for 5`- GCCGAATTCCAAGCGTACGTATGCGCCCCGGC-3` Klonierung von 



























rflP in pBT 
rflP-pTRG-EcoRI-for 5`-GCCGAATTCAAAAGATTTTTTTGGAGAAT-3` Klonierung von 
rflP in pTRG 
dgcE-3xPAS-XhoI-rev 5`-GCTACTCGAGTTACAGCAGGATACGTTCCTG-3` Klonierung von 
dgcE 3xPAS-














5`-GCCGAATTCAGTTTACGAACCGCAGCAAGC-3` Klonierung von 
dgcE EAL-
Domäne in pBT 
dgcE-EAL-pTRG-
EcoRI-for 
5`-GCCGAATTCAAGTTTACGAACCGCAGCAAGC-3` Klonierung von 
dgcE EAL-




dgcN-HAMP-XhoI-rev 5`-GCCCTCGAGTTAGTATTTGAAATTATCGCCATC-3` Klonierung von 
dgcN HAMP-






Domäne in pBT 
und pTRG 
dgcO-GS-XhoI-rev 5`-GCCCTCGAGCTAGTTATGGCCCCACGTATCGTT-3` Klonierung von 
dgcO Globin 
Sensor-Domäne 










5`- GCCGAATTCCATTGCGCAATCGTATACCGAC -3` Klonierung von 
dgcP GGDEF-
Domäne in pBT 
dgcP-GGDEF-pTRG-
EcoRI-for 






5`-GCCGAATTCCCTGAATCTTTATTTAATGTTG-3` Klonierung von 
dgcZ GGDEF-
Domäne in pBT  
dgcZ-GGDEF-pTRG-
EcoRI-for 






5`-GCCCTCGAGTTAATTGTTCCAGTGAATTTGCCG-3` Klonierung von 
pdeA GGDEF-
Domäne in 
pTRG und pBT 
pdeF-GGDEF-XhoI-rev 5`-GCCCTCGAGTTATAGTCGATTCATCGCGACTTT-3` Klonierung von 
pdeF GGDEF-
Domäne in 
pTRG und pBT 
pdeK-GGDEF-XhoI-
rev 
5`-GCCCTCGAGTCAGTCCCAACTGCCATCCGG-3` Klonierung von 
pdeK GGDEF-
Domäne in 








pTRG und pBT 










































binden an pTRG 
 
Tab. 3.10 Primer für die Herstellung der Plasmide für das auf der Adenylatzyklase-Aktivität 
basierte Two-Hybrid System 
(Schnittstellen der verwendeten Restriktionsenzyme sind fett dargestellt) 
Primer     Sequenz  Verwendung 
pdeCwt-XbaI-for  5`-CCGTCTAGAGAGTCATCGTGCACGACACC-3` 
pdeCwt-SmaI-rev  5`-TTTCCCGGGGTTGCCCGCGCGTTAACTCC-3` 
Klonierung von 
pdeC in pKNT25 
und pUT18 









pdeCEAL-XbaI-for  5`-CCGTCTAGAGCGTATTCGACAAAACTATT-3`  Klonierung von 
pdeCEAL -Variante in 
pKNT25 und 
pUT18 
pdeC-TM2*-rev  5`-GGAATAATAGCGAGAACAGAGAAATAGCGGCA 
AAAATAATACCACGTTGATATGAAGTCGC-3` 
(kursiv ist die erste Sequenzhälfte aus TM2 von lacY 
dargestellt, der Rest ist die pdeC Sequenz, vor der 
natürlichen TM2) 
pdeC-TM2*-for  5`-TCTGTTCTCGCTATTATTCCAACCGCTGTTTGGT 
CTGCTTTCTCGTATTCGACAAAACTAT-3` 
(kursiv ist die zweite Sequenzhälfte aus TM2 von 
lacY dargestellt, der Rest ist die pdeC Sequenz, nach 
der natürlichen TM2) 
 
 
Klonierung von  








(kursiv ist die komplette Sequenz aus TM2 von lacY 
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Tab. 3.11 Primer für die Herstellung der Überexpressionsplasmide  
(Schnittstellen der verwendeten Restriktionsenzyme sind fett dargestellt) 









in pCAB18cat und 
pRH800 
dgcO-GGDAF-for 5`-CCGCTACGGGGGCGATGCATTTATCATTG-3` 
(das für Glutaminsäure kodierende Triplet GAA ist 
kursiv gekennzeichnet, die eingefügte fett 
markierte Punktmutation resultiert in dem für 
Alanin kodierende Triplet GCA)  
dgcO-GGDAF-rev 5`-CAAAACAATGATAAATGCATCGCCCCCGTA 
GC-3` 
(das komplementäre Triplet und die Punktmutation 














(die für Arginin (CGC) und Asparagin (GAT) 
kodierende Triplets sind kursiv gekennzeichnet, die 
eingefügten fett markierten Punktmutationen 
resultieren in den jeweils für Glycin kodierenden 
Triplets GGC und GGT) 
dgcO-∆I-site-rev 5`-GCGGAAAACATAACCACTACTGCCGACGTT 
GTCATAAAAGGCC-3` 
(die komplementären Triplets und die 
Punktmutationen sind kursiv beziehungsweise fett 

























(das für Glutaminsäure kodierende Triplet GAA ist 
kursiv gekennzeichnet, die eingefügte fett 
markierte Punktmutation resultiert in dem für 
Alanin kodierende Triplet GCA) 
pdeO-AAL-rev 5`-CCAGCGAGCAAGGGCTGCGATGCCGTACA 
G-3` 
(das komplementäre Triplet und die Punktmutation 







Mutagenese für die 
Klonierung in 
pCAB18cat 


































































Klonierung von t7 


















Alle Flüssig- und Festmedien wurden durch Autoklavieren für 20 min bei 
121°C und 1 bar sterilisiert. 10xHis-dropout supplement (BacterioMatch® II Two-
Hybrid System, s. Kapitel 3.6.8) wurde für 15 min bei 121°C und 1 bar autoklaviert. 
Hitzempfindliche Lösungen wurden mithilfe der Cellulosefilter (Porengröße 0,22 





Soweit nicht anders erwähnt erfolgte die Kultivierung von Bakterien auf 
Festmedien oder in Flüssigkulturen bei 28°C bzw. 37°C. Aerobe Anzucht in 
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Flüssigkulturen wurde durch Inkubation der Kulturgefäße bei 130-300 upm 
gewährleistet. Zur Optimierung der Sauerstoffversorgung der Zellen entsprach das 
Medium:Kolbenvolumen-Verhältnis 1:5. Anaerobe Anzucht erfolgte unter Begasung 
der luftdichten Kunststoffgefässe (Sigma) mit 99% Stickstoff.  
Für die Kultivierung der Makrokolonien wurden 3-5 µl der üN-Kultur auf die 
Agarplatten getropft und 5-9 Tage bei 28°C aerob oder anaerob inkubiert. Die 
entstandenen Makrokolonien wurden fotografiert. 
 
3.4.3 Aufbewahrung von Bakterienstämmen 
 
Auf Festmedien ausgestrichene Stämme wurden maximal 5 Tage bei 4°C 
aufbewahrt und benutzt. Eine langfristige Lagerung erfolgte nach Zugabe von 
Dimethylsulfoxid (DMSO, Endkonzentration 7%) bei -80°C. 
 
3.4.5 Bestimmung der Zelldichte in Flüssigkulturen 
 
Die Bestimmung der Zelldichte in Flüssigkulturen erfolgte photometrisch bei 
578 nm. Als Referenz wurde das entsprechende sterile Medium genutzt. Da ab einer 
OD578 von 0,3 die optische Dichte von der Zellzahl nicht mehr linear abhängig ist, 
wurden die zu messenden Proben mit sterilem Medium verdünnt und die 
eigentliche Zelldichte unter Berücksichtigung des Verdünnungsfaktors bestimmt. 
 
3.4.6 Herstellung eines P1-Lysats 
 
5 ml LB wurden 1:100 mit einer üN-Kultur des zu lysierenden Stammes 
angeimpft und bis zu einer OD578 von ca. 0,2-0,3 inkubiert. Danach wurde die Kultur 
mit einem Tropfen 1 M CaCl2 und mit zwei bis drei Tropfen E. coli (W3110) P1-
Wildtyplysat versetzt. Nach weiterer Inkubation innerhalb von vier Stunden und 
anschließender Zelllyse wurde die Kultur mit 10 Tropfen Chloroform für eine 
komplette Auflösung der Zellen versetzt. Die Kultur wurde für 10 min bei 12000 
upm abzentrifugiert, der Überstand in ein steriles Glasröhrchen überführt und 
nochmals mit 2-3 Tropfen Chloroform versetzt. Das fertige Lysat wurde bei 4°C 
aufbewahrt. 
 




Als Transduktion wird der Vorgang der Übertragung genetischen Materials 
durch Viren bezeichnet. Mit Hilfe von bakterienspezifischen Viren (Bakteriophagen) 
werden gewünschte Gene und -bereiche in den zu analysierenden Stamm 
eingebracht oder ausgetauscht [Miller 1972, 1992]. Eine üN-Kultur wird dafür 1:100 
in frischem LB verdünnt und bis zur OD578 0,5 inkubiert. Nach Zugabe von einem 
Tropfen CaCl2 werden 500 µl in ein neues Reagenzglas überführt und mit 3-5 
Tropfen Phagenlysat versetzt. Nach 15 min Inkubation bei Raumtemperatur wird die 
Kultur mit einem Tropfen 1 M Natriumcitrat versetzt und eine Stunde bei 37°C im 
Roller inkubiert. Danach folgte Ausplattierung des Ansatzes auf die entsprechenden 
Selektionsplatten und Inkubation üN bei 37°C. 
 
3.5 Molekularbiologische Arbeitsmethoden 
 
3.5.1 Isolation von Plasmid-DNA  
  
Die Plasmid-DNA-Isolation erfolgte aus 5 bis 10 ml Übernachtkultur mittels 
des InnuPrep Plasmid MiniKits von Analytik Jena oder Qiagen. Die Durchführung 
richteten sich nach den Angaben der Hersteller. 
 
3.5.2 Elektroporation und TSS-Transformation 
 
Als Transformation wird die Übertragung von Plasmid-DNA in 
Bakterienzellen bezeichnet. Die Übertragung von gereinigten Plasmiden in die 
gewünschten Rezipientenstämme erfolgte mit Hilfe entweder der TSS-
Transformation (nur Plasmide transformierbar, mit geringeren Effizienz) oder der 
Elektroporation (Plasmide und PCR-Fragmente transformierbar, mit höheren 
Effizienz). 
  Die TSS-Transformation von gereinigten Plasmiden wurde nach Chung et al., 
1989 durchgeführt [Chung et al., 1989]. Dabei wurden 2 ml LB mit dem 
Rezipientenstamm angeimpft und ca. 2 h bei 37°C bis zu einer leichten Trübung 
inkubiert (OD578 0,3-0,4, logarithmische Wachstumsphase). Anschließend wurden 
200 µl Zellen mit 200 µl 2xTSS (LB-Medium, 20% (w/v) PEG-6000, 100 mM MgSO4, 
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10% DMSO(v/v)) und 1-2 µl Plasmid-DNA für ca. 30 Minuten auf Eis stehen 
gelassen. Schließlich wurde der Ansatz für ca. 40 Minuten bei 28°C oder 37°C im 
Roller inkubiert und auf den entsprechenden Selektionsplatten ausplattiert. 
Für die Elektroporation sollten die Rezipientenstämme elektrokompetent 
gemacht werden (s. Kapitel 3.5.8). Zu 50 µl kompetenter Zellen wurden 1-7 µl DNA 
zugegeben, der Ansatz wurde in vorgekühlten Elektroporationskuvetten (Biorad) 
mit einem Stromstoß für 4 Millisekunden behandelt und anschließend mit 500 µl 
vorgewärmtem LB-Medium bzw. SOC-Medium versetzt.  Nach einer 45-minütigen 
Inkubation bei 37°C folgte die Ausplattierung des Ansatzes auf entsprechenden 
Selektionsplatten und eine weitere Inkubation üN bei 28°C oder 37°C. 
 
3.5.3 Polymerasenkettenreaktion (PCR)  
 
Die Polymerasenkettenreaktion (PCR) basiert auf der zyklischen, 
exponentiellen und spezifischen Amplifikation von DNA-Fragmenten zwischen zwei 
bekannten DNA Sequenzen [Saiki et al., 1988]. Die Reaktion wird in drei Stufen 
unterteilt: 1) thermische Denaturierung der DNA-Matrize, 2) spezifische 
Hybridisierung der Primer und 3) Elongation (Verlängerung) der Primer durch eine 
thermostabile DNA Polymerase. Die Amplifikation wurde in einem Endvolumen 
von 50 μl durchgeführt. Als DNA-Matrize wurde entweder Plasmid-DNA oder 
direkte ganze Zellen verwendet. Zu dem PCR-Ansatz wurden je 10 pmol Primer, 200 
μM dNTPs, 200 μM MgCl2 und der vom Hersteller empfohlene Puffer gegeben. Für 
das Standard-PCR-Protokoll wurden folgende Bedingungen gewählt: zwei Minuten 
Denaturierung bei 96°C, 35 Zyklen: 15 Sekunden Denaturierung bei 96°C, 15 
Sekunden Anlagerung der Primer bei entsprechender Temperatur (je nach 
Primerlänge angepasst), eine Minute bei 72°C zur Elongation der Primer und 
anschließend Endelongation fünf Minuten bei 72°C. Die PCR wurde in dieser Arbeit 
sowohl zur Amplifikation von DNA-Fragmenten für die Klonierung als auch für 
Bestimmung positiver Klone nach der Transformation verwendet. 
 
3.5.4 Punktspezifische Mutagenese mittels Zwei-Schritt-PCR 
 
Gerichtete Mutationen der dgcO-, pdeO- und pdeC-Gene wurden mit Hilfe der 
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Zwei-Schritt-PCR unter Verwendung von jeweils spezifischen vier Primern (s. 
Primerliste) nach Higuchi, 1990 generiert. Dabei stellen zwei Primer, die 
stromaufwärts und stromabwärts an den äußeren Enden des Ziel-Templates binden, 
„externe“ Primer dar. Zwei weitere, „intern“ komplementäre Primer beinhalten die 
gewünschte Mutation und lesen jeweils stromaufwärts und stromabwärts. Mit der 
ersten PCR kombiniert man ein Primerpaar aus „extern“ und „intern“ zur 
Herstellung von zwei partiell überlappenden PCR-Fragmenten. Nach der Elution 
dieser Fragmente aus einem Agarosegel (s. Kapitel 3.5.5) wurden sie im Verhältnis 
1:1 als Template für die zweite PCR mit dem „externen“ Primerpaar eingesetzt. Das 
Produkt der zweiten PCR beinhaltet folglich die gewünschte Mutation und wurde 
nach einer Gelaufreinigung mit entsprechenden Restriktionsenzymen verdaut und in 
den vorgesehenen Vektor kloniert (s. Kapitel 3.5.6 und 3.5.7). 
 
3.5.5 Agarose-Gelelektrophorese  
 
Die Länge der PCR-Produkte wurden mittels Agarosegele überprüft. Dafür 
wurden die PCR-Ansätze zuerst mit dem 6xGelauftragungspuffer versetzt (0,25% 
Bromphenolblau, 0,25% Xylencyanol, 30% Glycerin, gelöst im 1xTAE-Puffer 
(50xTAE-Puffer-Stammlösung: 242 g Tris, 57,1 ml Eisessig, 100 ml 0,5 M EDTA, 1 l 
H2O)) und durch Elektrophorese in einem Agarosegel (1% Agarose im 1xTAE-
Puffer) für 50 Minuten bei 90-120 V elektrophoretisch aufgetrennt. Als Referenz 
diente der 100 bp erweiterte Marker. Die anschließende Färbung der DNA-
Fragmente erfolgte für 20 min in 1% Ethidiumbromid oder Gelred (gelöst in H2O). 
Durch die Interkalation des Farbstoffes in die doppelsträngige DNA und 
Bestrahlung mit dem UV-Licht wurden PCR-Produkte sichtbar. 
Die Reinigung von PCR-Produkten oder der verdauten PCR-Fragmente 
erfolgte mit dem PCR purification Kit von Qiagen. DNA-Fragmente wurden mit 
Hilfe eines Skalpells aus Agarosegelen ausgeschnitten und mit dem DNA-




Zur Analyse von Plasmiden oder zur Erzeugung von DNA-Fragmenten für 
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die Klonierung wurden entsprechende Restriktionsenzyme, Restriktions-
endonukleasen des Typs II, verwendet, welche DNA an den spezifischen 
palindromischen Erkennungssequenzen spalten. Der Reaktionsansatz von 40 μl 
enthielt einen vom Hersteller empfohlenen Puffer, 20-30 μl DNA, 1-2 μl 
Restriktionsenzyme und gegebenenfalls 0,5 μl BSA. Die Inkubation des Ansatzes 
erfolgte dann ein bis zwei Stunden lang bei 37°C. Wenn möglich, wurden die 
Restriktionsenzyme nach der Inkubation für 20 min bei 65°C hitzeinaktiviert, 
ansonsten mittels der Gelextraktion oder PCR purification nach Qiagen aufgereinigt. 
Nach dem Verdau von Vektoren wurde durch die Zugabe von 1 μl CIP (Calf 
Alkaline Phosphatase) für ca. eine Stunde eine Dephosphorylierung durchgeführt, 




Die Ligation von DNA-Fragmenten, PCR-Produkten und Vektoren erfolgte 
mit der T4-DNA Ligase nach Sambrook et al., 1989. Der Reaktionsansatz (1 μl 
10xLigationspuffer, 1 μl Ligase, 0,5 μl Vektor-DNA und 7,5 μl des zu klonierenden 
DNA-Fragments) wurde in der Regel entweder bei 4°C oder 16°C üN inkubiert und 
anschließend direkt für die Elektroporation genommen (s. Kapitel 3.5.2). 
 
3.5.8 Herstellung elektrokompetenter Zellen 
 
Die Übernachtkultur eines benötigten Stamms, welche bei 37°C in 5 ml LB 
inkubiert wurde, wurde zum Animpfen einer Hauptkultur (1:100 Verdünnung) 
verwendet. Die Hauptkultur wurde im LB-Medium bei 37°C in der Regel zwei 
Stunden lang bis zu einer OD578 von 0,5-0,6 inkubiert. Anschließend wurden die 
Zellen geerntet und für 30 Minuten auf Eis gestellt. Nach der Überführung der 
Kulturen in einen kalten Zentrifugenbecher und einer 15-minütiger Zentrifugation 
bei 6000 upm und 4°C wurde der Überstand verworfen, das Pellet mit 250 ml 
eiskaltem bidestilliertem Wasser gewaschen und erneut für 15 min bei 6000 upm und 
4°C zentrifugiert. Der Überstand wurde wieder verworfen und das Pellet mit 10 ml 
eiskaltem 10% Glycerin resuspendiert und für 15 min bei 6000 upm und 4°C 
abzentrifugiert. Anschließend wurde das Pellet in 1 ml 10% Glycerin resuspendiert 
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und in 40 μl Aliquots aufgeteilt. Die elektrokompetenten Zellen wurden bei -80°C 
gelagert. 
 
3.5.9 Herstellung chromosomaler Deletionsmutationen  
 
Die Herstellung chromosomaler Deletionsmutationen erfolgte mit Hilfe der 
Ein-Schritt-Inaktivierungsmethode nach Datsenko und Wanner, 2000. Dabei werden 
anstelle des zu eliminierenden Gens die Chloramphenicol- oder Kanamycin-
Resistenzkassette in das Chromosom eingefügt. Mit Hilfe spezifischer Primern, 
welche etwa 40-50 bp der homologen Sequenz des zu mutierenden Gens am 5`-Ende 
enthielten (s. Primerliste), und Plasmide pKD3 oder pKD4 (s. Plasmidliste), welche 
als Matrize bei der Amplifizierung dienten, wurden PCR-Fragmente generiert. Das 
aufgereinigte PCR-Fragment wurde mittels Elektroporation in elektrokompetente 
Zellen transformiert. Diese Zellen enthielten das temperatursensitive Hilfsplasmid 
pKD46 (s. Plasmidliste), welches für die λ Red Rekombinase kodiert und eine 
homologe Rekombination zwischen dem PCR-Fragment und dem zu mutierenden 
Gen ermöglicht [Datsenko and Wanner, 2000]. Die korrekte Insertion der 
Antibiotika-Resistenzkassette und somit die Deletion des Gens wurde mittels PCR 
mit den Resistenzkassette- und Chromosom-spezifischen Primern kontrolliert. 
Anschließend wurde eine P1-Transduktion (s. Kapitel 3.4.7) mit dem P1-Lysat aus 
dem neu gekreuzten Stamm mit Mutation in denselben Stammhintergrund ohne 
Mutation durchgeführt, wodurch unerwünschte Fehlrekombinationen aus-
geschlossen werden konnten. 
 
3.5.10 Entfernung chromosomaler Resistenzkassetten 
 
Entfernung chromosomaler Resistenzkassetten erfolgte ebenfalls nach der Ein-
Schritt-Inaktivierungsmethode [Datsenko and Wanner, 2000]. Mit Hilfe der TSS-
Transformation (s. Kapitel 3.5.2) wurde das temperatursensitive Hilfsplasmid pCP20 
(s. Plasmidliste), welches für die FLP-Rekombinase kodiert, in den Resistenzkassette-
haltigen Stamm eingebracht. Die FLP-Rekombinase interagiert mit den FRT-
Sequenzen, welche die Antibiotika-Resistenzkassette flankieren. Nach der üN-
Inkubation bei 28°C auf Selektionsplatten wurden Transformanten auf Platten ohne 
Materialien und Methoden 
 87!
Antibiotika neu ausgestrichen und üN bei 43°C erneut inkubiert, wodurch das 
pCP20-Plasmid verloren ging. Der Verlust der Resistenzkassetten wurde mittels PCR 
überprüft.  
 
3.6 Biochemische Arbeitsmethoden 
 
3.6.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 
 
Durch die denaturierende SDS-Gelelektrophorese lassen sich Proteine anhand 
ihrer Größe in einer Polyacrylamidmatrix auftrennen. Dabei werden Proteinproben 
mit dem SDS-Probenpuffer (s. unten) versetzt, welches neben dem anionischen 
Detergenz Natriumdodecylsulfat (SDS, zur Auflösung der Tetriär- und 
Sekundärproteinstrukturen) zusätzlich den ß-Mercaptoethanol zur Reduktion der 
Disulfidbrücken enthält [Laemmli, 1970; Sambrook et al., 1989]. Proteinproben 
wurden vor der Auftragung für 10 Minuten bei 95°C erhitzt. Die elektrophoretische 
Auftrennung erfolgte im SDS-PAGE-Puffer bei 25 mA (pro Gel) mittels Mini-
PROTEAN II- oder III-Apparaturen (BioRad). Das 12%-iges Trenngel (s. unten) 
wurde dabei mit dem 4%-igem Sammelgel überschichtet.  
  
SDS-Probenpuffer   SDS-PAGE-Puffer          Trenngel-Puffer (TP) 
60 mM Tris-HCl pH 6,8  25 mM Tris           36,34 g Tris 
2 % SDS-Lösung   0,19 M Glycin          0,8 g SDS 
10 % Glycerin   0,1% SDS-Lösung          H2O 200 ml  
3 % ß-Mercaptoethanol              (auf pH 8.8 
0,005 % Bromphenolblau              einstellen) 
 
Sammelgel-Puffer (SP)  12%-iges Trenngel          4%-iges Sammelgel 
6,06 g Tris    2,5 ml Trenngel-Puffer         1,25 ml SP 
0,8 g SDS    4 ml Rotiphorese Gel 30 (RG)    0,65 ml RG 
H2O 100 ml    3,54 ml H2O            3,07 ml H2O 
(auf pH 8.8    100 µl 10% APS           50 µl 10% APS 
einstellen)    10 µl TEMED           10 µl TEMED 
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3.6.2 Immunoblotanalyse (Western Blot) 
 
Zum hochsensitiven Nachweis spezifisch markierter Proteine wurden die 
Proteine aus dem SDS-Gel mittels der Blotting-Apparatur (HEP-1 Semidry 
Electroblotter, Thermo Scientific) im Transblottpuffer (s. unten) auf eine vorher mit 
Methanol aktivierten PVDF-Membran transferiert. Der Transfer von Proteinen 
erfolgte bei Raumtemperatur für 40 Minuten bei konstanter Spannung von 100 V. 
Anschließend wurde die Membran in 50 ml TBSTM (s. unten) beim leichten 
Schütteln eine Stunde lang bei RT oder üN bei 4°C inkubiert, wodurch die 
unspezifischen Proteinbindestellen gesättigt wurden. Die Inkubation mit dem 
primären Antikörper (α-6xHis oder α-Strep, 1:1.000 in TBSTM verdünnt) wurde zwei 
Stunden bei RT durchgeführt. Nach drei Waschschritten in TBST (jeweils 10 min) 
wurde die Membran weitere zwei Stunden mit dem sekundären Antikörper (α-
Mouse-HRP oder α-Rabbit-ECL, 1:5.000 in TBSTM verdünnt) inkubiert. 
Anschließend wurde die Membran zwei Mal im Wasser gewaschen. Nach der 
Zugabe von Reagenzien aus dem PierceTM ECL Western Blotting Substrate Kit 
(Thermo Scientific) wurde die Chemilumineszenz durch die Umsetzung des 
zugegebenen Substrats durch den sekundären Antikörper unter Lichtbestrahlung 
gemessen und fotografiert. 
 
Transblotpuffer   TBST     TBSTM 
25 mM Tris    20 mM Tris pH 7.5    5% Magermilch- 
192 mM Glycin   150 mM NaCl   pulver  
20% Methanol   0,05% Tween-20   (in TBST lösen) 
 
3.6.3 Überexpression und Aufreinigung von Proteinen 
 
Die Überexpression und Aufreinigung des am N-Ende 6xHis-markierten 
DgcM-Proteins erfolgte nach Lindenberg et al., 2013. Das am N-Ende Strep-markierte 
DgcO-Protein (Wildtyp- beziehungsweise mutierte Variante) wurden mit Hilfe des 
pETDuet1-Plasmids mit einem T7-Promotor im E. coli-Stamm Rosetta (DE3) (s. 
Plasmid- und Stämmeliste) überexprimiert. Die Zellen wurden bei 37°C bis zu einer 
OD578 von 0,5-0,8 inkubiert und nach der Zugabe von 100 µl IPTG für weitere vier 
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Stunden bei 25°C kultiviert. Nach der Zellernte (zehnminütiger Abzentrifugation bei 
6.000 upm) wurden die Zellen für 20 Minuten mit 20 ml Lysispuffer (s. unten) auf Eis 
inkubiert. Nach dem Aufschliessen der Zellen mit Hilfe der French Press wurden die 
Zelllysate 40 Minuten lang bei 17.000 upm abzentrifugiert. Anschließend wurden 
Lysate, welche lösliche Proteine enthielten, mit 2-2,5 ml Strep-Tactin-Sepharose üN 
bei 4°C rotierend inkubiert. Nach Durchfluss und Waschung (Waschpuffer s. unten) 
in einer Säule wurden Strep-markierte DgcO-Varianten mit je 1 ml Desthiobiotin-
haltigem 10xStrep-Tactin® Elution Puffer (Iba) bei 4°C schrittweise eluiert. Die 
Proben wurden entweder direkt weiter verwendet und in dem Puffer für den DGC-
Aktivitätstest (DgcOGGDAF-Version) oder in dem Waschpuffer (s. unten) dialysiert 
oder bei -20°C eingefroren. Der am N-Ende Strep-markierte cytoplasmatische 
Proteinanteil der DgcN wurde mit Hilfe des pETDuet1-Plasmids im E. coli-Stamm 
BL21 (s. Plasmid- und Stämmeliste) überexprimiert. Die Expression und Reinigung 
verlief wie oben für DgcO beschrieben. Generell wurde eine sehr geringe “Ausbeute” 
der hier beschriebenen Proteine unter angewendeten Expressions- und Reinigungs-
bedingungen beobachtet. Nach einer üN-Kultivierung (sowohl bei 25°C als auch bei 
16°C) konnten keine DgcO- und DgcN-Proteine im Zelllysat oder -pellet gesehen 
werden, was auf Proteolyse offensichtlich spricht. In Ryjenkov et al., 2005 wurde 
ebenfalls über die Toxizität GGDEF-Domänen-haltiger Proteine bei ihrer 
Überexpression in E. coli-Stamm BL21 berichtet. Um ausreichende Proteinmengen 
gewinnen zu können, wurden 6 l (und mehr) Bakterienkultur verwendet. Darüber 
hinaus war eine Aufkonzentrierung der Proteine nach dem Eluieren mittels 
Vivapore-Säulen (Sartorius) sinnvoll. 
 
Waschpuffer           Lysispuffer                         DGC-Aktivitätstest-Puffer 
50 mM Tris pH 7,5         20 ml Waschpuffer             25 mM Tris-HCl pH 7.5 
150 mM NaCl       1 mM PMSF               100 mM NaCl 
5 mM MgCl2       (Phenylmethylsulfonylfluorid,             10 mM MgCl2 
10% Glycerol       ein irreversibler Inhibitor für Serin-            5 mM ß-Mercaptoethanol 
         und Cysteinproteasen, Roth) oder            5 % Glycerin 
         eine cOmplete™ Protease  
                    Inhibitor Cocktail-Tablette (Sigma-Aldrich) 
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3.6.4 Bestimmung von Proteinkonzentrationen 
 
  Die Proteinkonzentration wurde mittels NanoDrop Spectrometer bei einer 
Wellenlänge von 280 nm bestimmt und anhand der Proteingröße und des 
spezifischen Extinktionskoeffizienten des jeweiligen Proteins berechnet. Zusätzlich 
wurde ein quantitativer Proteinmengenvergleich über SDS-PAGE mittels eines 
Protein-Mengenmarkers mit Standardmengen (Low molecular weight marker, GE 
Healthcare) durchgeführt. 
 
3.6.5 In vitro-Protein-Protein-Interaktionsstudien durch Co-Elution  
 
Für die in vitro-Interaktionsstudien wurden das gereinigte 6xHis-markierte 
DgcM und das gereinigte Strep-markierte DgcO (Wildtyp und mutierte Variante) 
verwendet. Zuerst erfolgte eine rotierende Inkubation von 40-60 µl 6xHis-DgcM in 
90-100 µl Ni-NTA-Agarose für eine Stunde bei RT. Nach fünf Waschschritten mit je 1 
ml Bindungspuffer (s. Kapitel 3.6.3) und einer Zentrifugation bei 2000 upm wurde 
der Überstand verworfen. Anschließend wurden 50-100 µl Strep-DgcO zugegeben 
und für eine weitere Stunde bei RT inkubiert. Nach vierfacher Waschung mit je 1 ml 
Bindungspuffer und einer Zentrifugation bei 2000 upm erfolgte die Elution mit 40 µl  
3 M MgCl2. Die eluierten Proteinproben wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt. 
Nach der Durchführung eines Westernblot unter gleichzeitiger Zugabe von α-6xHis- 
oder α-Strep-Antikörpern wurde die Interaktion der untersuchten Proteine 
nachgewiesen. 
 
3.6.7 Nachweis der Diguanylatzyklase-Aktivität 
 
Der Nachweis der DGC-Aktivität des 6xHis-DgcM-Proteins wurde im 
wesentlichen nach Lindenberg et al., 2013 durchgeführt. Das gereinigte DgcM-
Protein (0,5 µM) wurde entweder mit enzymatisch inaktivem DgcO (0,5 µM) oder 
mit BSA (0,5 µM) in Anwesenheit von 83 nM radioaktiv-markiertem GTP (P33 GTP, 
3000 Ci/mmol) bei 30°C inkubiert. Nach einer Stunde wurden die Ansätze mittels 
Dünnschichtchromatographie analysiert. Die Detektion erfolgte durch 
Phosphoimaging. Als Kontrolle diente das konstitutiv aktive PleD*-Protein, dessen  
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Aufreinigung nach Paul et al., 2004 verlief.  
  
3.6.8 Nachweis der in vivo-Protein-Protein-Interaktionen mittels des 
BacterioMatch® II Two-Hybrid-Systems 
 
Die in vivo-Detektion einer Protein-Protein-Interaktionen basiert in diesem 
Testsystem auf der transkriptionellen Aktivierung des HIS3-Gens aus Hefe, welches 
in den Reporterstamm eingebracht wurde [Dove and Hochschild, 2004]. Dieser 
Reporterstamm besitzt eine Mutation im hisB-Gen, wodurch er Histidin-auxotroph 
ist. Das Produkt des HIS3-Gens ersetzt das fehlende Protein und wird ohne eine 
transkriptionellen Aktivierung nur basal exprimiert, so dass die Zellen im 
Minimalmedium (nichtselektives Medium) ohne Histidin stets wachsen können. Das 
im Selektivmedium enthaltende 3-Amino-1,2,4-Triazol (3-AT) wirkt als kompetetiver 
Inhibitor des HIS3-Genproduktes und hemmt bei einer Konzentration von 4 - 5 mM 
das Bakterienwachstum in histidinfreiem Medium.  
Das erste zu testende Protein wird mit dem C-Ende des vollständigen cI-
Proteins, einem transkriptionalen Repressor aus dem Bakteriophagen λ, durch die 
Insertion in den Vektor pBT, fusioniert. Das cI-Protein enthält eine aminoterminale 
DNA-bindende Domäne, wodurch das entstandene Hybridprotein an die cI-
Operatorsequenz, welche in den Reporterstamm vor dem HIS3-Gen eingefügt 
wurde, bindet.  
Das zweite zu testende Protein wird mit dem C-Ende der N-terminalen 
Domäne der α-Untereinheit der RNA Polymerase durch die Insertion in den Vektor 
pTRG fusioniert. Dadurch ist das Hybridprotein in der Lage, die RNA Polymerase 
zu rekrutieren und die Expression des HIS3-Gens zu aktivieren.  
Nach der Überexpression der untersuchten Proteine und bei einer Interaktion 
findet die Aktivierung der Transkription des HIS3-Gens durch die Aktivierung der 
RNA Polymerase statt. Infolgedessen können Bakterien in 3-AT-haltigem 
Selektivmedium wachsen. Das Wachstum in Selektivmedium wird dadurch 
ermöglicht, dass die Konzentration des HIS3-Produkts diejenige von 3-AT 
überschreitet und die kompetetive Inhibierung aufhebt. Das Wachstum auf den 
selektiven Platten deutet also auf eine vorhandene PPI hin.  
Alle Klonierungs- und Transformationsschritte sowie Herstellung der Medien 
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wurden nach Angaben und Anweisungen des BacterioMatch® II Two-Hybrid System 
Vector Kits durchgeführt. Inkubation der Transformanten erfolgte 24 h bei 37°C und 
72 h bei 28°C, um eine potenzielle Toxizität der fusionierten Proteine zu verhindern 
und damit die langsamer wachsenden Klone zum Vorschein kommen. Für eine 
quantitative Darstellung der Ergebnisse wurde die Anzahl der koloniebildenden 
Einheiten (CFU) nach der eintägigen Inkubation auf nicht-selektiven Platten und 
CFU-Anzahl nach der dreitägigen Inkubation auf selektiven Platten gezählt und die 
daraus ermittelten prozentuellen Interaktionswerte wurden auf die Interaktions-
aktivität des Kontrollpaars RpoS (σS) und RssB [Becker et al., 1999], welches bei 
sämtlichen Experimenten mitgetestet wurde, normalisiert.  
Da in dieser Arbeit getestete potenzielle PPI im Cytoplasma erwartet werden, 
wurden die löslichen Proteinanteile für die Interaktionsstudien verwendet (für 
Proteinsequenzen s. Plasmidliste). 
 
3.6.9 Nachweis der in vivo-Protein-Protein-Interaktionen mittels des auf der 
Adenylatzyklase-Aktivität basierten Two-Hybrid Systems (BACTH) 
 
Die in vivo-Detektion einer PPI basiert in diesem Testsystem auf der 
Rekonstitution der Aktivität der Adenylatzyklase CyaA aus Bordatella pertussis 
[Karimova et al., 1998 und 2017]. Zwei katalytische Domänen dieses Enzyms werden 
separat entweder an das N- oder C-Ende des zu untersuchenden Proteins fusioniert 
und mittels entsprechender Plasmide (pKT25/pUT18c oder pKNT25/pUT18) in dem 
E. coli W3110 ∆cya-Einzelmutanten-Stamm überexprimiert. Wenn Proteine von 
Interesse interagieren, werden CyaA-Domänen räumlich zusammen gebracht, so 
dass CyaA aktiv wird und das zyklische Adenosin-monophosphat (cAMP), ein 
Signalmolekül, synthetisiert wird. Dabei lassen sich auch Wechselwirkungen 
zwischen Membrandomänen-haltigen Proteinen untersuchen, denn cAMP wird Ort-
unspezifisch produziert und es kann frei diffundieren. Die Bindung von cAMP an 
das CAP-Protein ermöglicht die Aufnahme und Verstoffwechselung alternativer 
Kohlenstoffquellen, wie Lactose und Maltose, was durch eine rötliche Verfärbung 
der MacConkey-Indikatorplatten sichtbar wird und schliesslich eine bestehende PPI 
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bedeutet. Als Kontrolle diente eine starke Interaktion zwischen den Leucin-Zipper-
Domänen aus dem Hefeprotein GCN4 (s.Material und Methoden). 
Transformanden, welche Plasmide mit zu testenden Proteinen enthielten, 
wurden in 0,9% NaCl resuspendiert und 3 µl der Suspension wurde auf MacConkey-
Platten, welche 1% Maltose, Ampicillin und Kanamycin beinhalteten, getropft. Nach 
Inkubation für 24 h bei 28°C erfolgte die Aufnahme der Tropfkolonien.  
Die Pro- und Kontra-Argumente der Anwendung der in dieser Arbeit 
eingesetzten Two-Hybrid-Systemen (von Agilent Technologies und BACTH) sind im 
Anhang 10 aufgelistet. 
 
3.6.10 Bestimmung der Genexpression mittels des ß-Galaktosidase-Aktivitätstests 
 
Die Expression eines Gens lässt sich bestimmen, in dem das zu analysierende 
Gen mit einer lacZ-Gen versehen und die Expression dieser transkriptionalen Fusion 
durch Messungen der spezifischen Aktivität des ß-Galaktosidase-Proteins berechnet 
wird [Miller, 1972 und 1992]. Das chromogene Substrat ONPG, welches ein 
artifizielles strukturelles Laktoseanalog darstellt, wird durch die ß-Galaktosidase 
hydrolysiert, wobei der gelbe Farbstoff o-Nitrophenol entsteht und die 
Substratumsatzgeschwindigkeit sich photometrisch bewerten lässt. In dieser Arbeit 
wurde die optische Dichte abweichend von dem Protokoll von Miller bei 578 nm und 
die Absorption des Spaltungsproduktes bei 405 nm gemessen. Die spezifische ß-
Galaktosidase Aktivität wird in µmol gespaltenes Substrat pro Minute und mg 
Zellprotein angegeben. Die Berechnungsformel wird aus dem Lambert-Beer’schen 
Gesetz (ΔE = Δc * d * ε) hergeleitet, wenn 1 ml Bakteriensuspension bei einer OD578 
von 1 0,107 mg Protein enthält. Daraus folgt:  
 
Spezifische ß-Galaktosidase-Aktivität (µmol * min-1 * mg-1 Protein) = 
Δn / (Δt / mProtein) = V / (ε * cp) * [ΔE405/ (Δt  * VB * OD578)] = 
3,38 * E405 / (Δt * VB * OD578), wobei 
 
Δc - Konzentrationsänderung    d - Breite der Küvette 
Δn - Änderung der Stoffmenge    mProtein - Proteingehalt (mg) 
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V - Endvolumen des Ansatzes (1,7ml)   ΔE405 - Extinktionsänderung (405 nm) 
Δt - Reaktionszeit [min]     cp - Gesamtproteingehalt 
ε - Extiktionskoeffizient (o-Nitrophenol bei 405 nm:  ε!= 4860 M-1 * cm-1) 
 
Proben der Bakterienkultur wurden entnommen, für 10 min bei 13.000 upm 
abzentrifugiert, der Überstand verworfen und das Pellet mit geeignetem Volumen 
vom ß-Galaktosidase-Enzympuffer (Na2HPO4 61 mM, NaH2PO4 39 mM, KCl 10 
mM, MgSO4 x 7 H2O 10 mM, in 1 l H2O lösen) resuspendiert wurde. Danach wurden 
die Zellen durch Zugabe von einem Tropfen 0,1 % SDS und zwei Tropfen 
Chloroform aufgeschlossen. Nach zehnminütiger Inkubation bei Raumtemperatur 
wurde die Reaktion durch Zugabe von 200 μl ONPG (0,004 g ONPG in 1 ml H2O 
lösen) gestartet. Mit dem Auftreten der Gelbverfärbung oder spätestens nach 60 
Minuten wurde die Reaktion durch Zugabe von 500 μl 1 M Natriumcarbonat 
abgestoppt. Reaktionsansätze wurden für 10 min bei 13.000 upm abzentrifugiert, 
wonach die Absorption des Überstandes bestimmt wurde. Als Referenz diente der 
Reaktionsansatz ohne Bakteriensuspension. Die in dieser Arbeit gezeigten ß-
Galaktosidase-Assays wurden mindestens zweimal unabhängig durchgeführt. Bei 
den Messungen nach 24 h wurden die Mittelwerte mit der Standardabweichung 
berechnet. 
 
3.7 Datenbanken und bioinformatische Analysen 
 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden folgende Programme benutzt: Amplify 3X, 
DNA-Strider, ImageGauge V3.45, Kaleidagraph 3.6, MATLAB. 
Gen- und Proteinsequenzen sowie in silico-Vorhersagen wurden von 
folgenden online-Datenbanken und Algorithmen bezogen: www.ncbi.nlm.nih.gov 
(NCBI National Center for Biotechnological Information); www.ecocyc.org 
(Escherichia coli Genbank); www.expasy.ch/tools (Expasy - Swiss Institute of 






4.1 Das Signalmolekül c-di-GMP und lokale c-di-GMP-Module 
 
Der E. coli-Stamm W3110 verfügt über 29 Proteine, welche GGDEF/EAL-
Domänen enthalten. Interessanterweise führt der Verlust nur einiger dieser Proteine 
zur Beeinträchtigung der Biofilmbildung [Richter, 2016]. Es kann jedoch nicht 
ausgeschlossen werden, dass auch die übrigen GGDEF/EAL-Domänen-haltigen 
Proteine, denen bisher keine Funktion bei der Biofilmbildung zugeordnet werden 
konnte, unter anderen Kultivierungsbedingungen an der Kontrolle des c-di-GMP-
Spiegels in E. coli beteiligt sind. 
Basierend auf dem Konzept der „lokalen Signalübertragung“ durch lokale c-
di-GMP-Module (s. Kapitel 1.4.1), sollte in dieser Arbeit untersucht werden, ob 
direkte Welchselwirkungen zwischen allen GGDEF/EAL-Domänen-haltigen 
Proteinen in E. coli K-12 W3110 bestehen. Mögliche Protein-Protein-Interaktionen 
(PPI) könnten Hinweise dafür liefern, ob weitere DGC/PDE-Paare in der Zelle 
existieren. Zu diesem Zweck wurde ein systematisches und umfangreiches „Bacterial 
Two Hybrid-Screening“ mit Hilfe des BacterioMatch® II Two-Hybrid-Systems und 
sämtlichen GGDEF/EAL-Domänen-haltigen Proteinen durchgeführt. Dieses 
Testsystem erlaubt Bestimmung der PPI zwischen den löslichen Proteinanteilen der 
GGDEF/EAL-Domänen-haltigen Proteine, welche sich stets im Cytoplasma befinden 
(s. Material und Methoden). Eine vorhersagende Identifizierung der Transmembran-
domänen fand mittels des TMHMM-Algoritmuses in silico statt (für 
Proteinsequenzen s. Plasmidliste). 
 
4.1.1 Systematisches Screening von Interaktionen zwischen GGDEF/EAL-
Domänen-haltigen Proteinen aus E. coli K-12 W3110. 
 
Um die Interaktionsstudien mit sämtlichen 29 GGDEF/EAL-Domänen-
haltigen Proteinen durchführen zu können, wurden die entsprechenden Gene in die 
beiden Überexpressionsplasmide pBT und pTRG eingebracht. Bei der Expression 
eines Gens mit Hilfe des Plasmids pBT wird das kodierte Protein an seinem N-




In ähnlicherweise bewirkt die Expression eines Gens vom Plasmid pTRG, dass das 
kodierte Protein an seinem N-Terminus mit dem C-Terminus aminoterminalen α-
Untereinheit der RNA-Polymerase fusioniert wird. Mit Hilfe des Two-Hybrid-
Systems war es dann möglich, potentielle Wechselwirkungen zwischen den 
Proteinen aufzudecken.  
Eine vorhandene Interaktion zwischen zwei Proteinen wurde dann 
nachgewiesen, wenn ein Wachstum des Histidin-auxotrophen Reporterstammes auf 
dem selektivem Medium mit dem kompetitiven Inhibitor (3-AT) durch die erhöhte 
Expression des his3-Gens aus der Hefe ermöglicht wurde (für Details s. Material und 
Methoden) [Dove and Hochschild, 2004]. 
Die Interaktionswerte wurden auf die Interaktionsaktivität des Kontrollpaars 
RpoS und seines stark bindenden proteolytischen Faktors RssB [Becker et al., 1999], 
welches bei sämtlichen Experimenten mitgetestet wurde, normalisiert. In der Abb. 
4.1 sind Rohdaten der PPI-Bestimmung zwischen der PDE PdeA und allen GGDEF-
Domänen-haltigen Proteinen exemplarisch dargestellt. Sämtliche Rohdatensätze der 
restlichen Experimente befinden sich im Anhang 1 dieser Arbeit. 
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Abb. 4.1: Rohdaten zu den in vivo-Protein-Protein-Interaktionen zwischen der PDE PdeA und allen 
GGDEF-Domänen-haltigen Proteinen in E. coli K-12 W3110. Direkte Interaktionen zwischen den 
vollständigen Proteinen oder ihren cytoplasmatischen Domänen (für Proteinsequenzen s. 
Plasmidliste) wurden mit Hilfe des BacterioMatch® II Two-Hybrid-Systems getestet (s. Methoden). 
Anzahl der koloniebildenden Einheiten (CFU) nach der eintägigen Inkubation auf nicht-selektiven 
Platten ist jeweils in A zu sehen, CFU-Anzahl nach der dreitägigen Inkubation auf selektiven Platten 
ist jeweils in B zu finden. Die daraus ermittelten prozentuellen Interaktionswerte (hier nicht gezeigt) 
wurden auf die Interaktionsaktivität des Kontrollpaars RpoS (σS) und RssB [Becker et al., 1999], 
welches bei sämtlichen Experimenten mitgetestet wurde, normalisiert (C). Beim Expressions-
plasmidwechsel wurde PdeA mittels pBT (jeweils dunkelgraue Balken) und pTRG (jeweils hellgraue 
Balken) Plasmide überexprimiert. Die Überexpression von DgcI und CdgI mittels pTRG war toxisch.  




Die Ergebnisse von mindestens zwei unabhängigen Versuchsreihen und ihren 
zugeordneten Zahlenwerte sind in den Abb. 4.2 und 4.3 zu sehen. Die 
Interaktionsstudien mit DgcI- und CdgI-Proteinen waren nur mit Hilfe des Plasmids 
pBT möglich, da sich die Überproduktion dieser Proteine mittels pTRG als toxisch 
erwies. Möglicherweise sind katalytische Zwischenprodukte oder ausgelöste 
inhibitorische Wechseleirkungen mit wichtigen zellulären Prozessen für den 
verwendeten Reporterstämm des Two-Hybrid-Systems letal. Interessanterweise war 
die Expression von DgcI und CdgI mittels pTRG in dem E. coli-Stamm FI1202, 
welcher erhöhte Proteinmengen an LacI aufweist (s. Liste der Bakterienstämme und 
Fiedler and Weiss, 1995), nicht toxisch. LacI ist ein Repressor des lac-Promoters und 
legt somit die Transkription der in den pTRG Vektor klonierten Gene still. Darüber 
hinaus sind in der Zelle mehr pTRG- als pBT-Kopien vorhanden, was eine Aussage 
über quantitative Toxizität von DgcI und CdgI erlaubt. Dies stimmt mit dem Befund 
überein, dass die Expression dieser Gene unter Standartbedingungen in E. coli-
Stamm W3110 gering bis gleich Null ist [Sommerfeldt et al., 2009].  
Die Proteinsequenz des GGDEF-Domäne-haltigen Proteins DgcF stammt aus 
E. coli K-12 55989, da eine lange Deletion am 5`-Ende im dgcF-Gen aus W3110 und 
auch acht anderen E. coli K-12 Stämmen vorliegt [Povolotsky, 2014]. Es fehlen die 
Nukleotidsequenzen des Promoters und die vier ersten Transmembrandomänen des 
DgcF-Proteins.  
Obwohl dgcF in W3110 infolgedessen nicht exprimiert wird [Sommerfeldt et 
al., 2009], wurde es in die Analysen miteingenommen, da das dgcF-Gen in den 
meisten E. coli-Stämmen konserviert ist, was über seine physiologische Relevanz 
aussagt [Povolotsky, 2014]. Viele der GGDEF/EAL-Domänen-haltigen Proteine 
weisen keine oder sehr schwache nicht signifikante Wechselwirkungen auf (Abb. 
4.2). Im Gegensatz dazu scheinen einige andere sogar multiple Interaktionspartner 
zu haben. Das sind z. B. die GGDEF-Domänen-haltigen Proteine wie DgcE, DgcM, 
DgcN und DgcO sowie die  EAL-Domänen-haltigen  Proteine  wie  PdeG,  PdeH,  
PdeK  und  PdeR.  Auch Proteine mit degenerierten EAL-Domänen, wie BluF, CsrD 





Abb. 4.2: In vivo Protein-Protein-Interaktionen zwischen allen GGDEF/EAL-Domänen-haltigen 
Proteinen aus E. coli K-12 W3110.  Direkte Interaktionen zwischen den vollständigen Proteinen oder 
ihren cytoplasmatischen Domänen (für Proteinsequenzen s. Plasmidliste) wurden mit Hilfe des 
BacterioMatch® II Two-Hybrid-Systems getestet. Alle Proteine mit EAL-Domänen und die Proteine 
mit degenerierten EAL-Domänen (RflP, CsrD und BluF, jeweils grau gekennzeichnet) wurden von 
den Plasmiden pBT (A) und pTRG (B) überexprimiert. Proteine mit GGDEF-Domänen und das 
Protein CdgI, welches eine degenerierte GGDEF-Domäne besitzt (grau), wurden ebenfalls von pTRG 
(A) und pBT (B) überproduziert. Die Interaktionswerte wurden auf die Interaktionsaktivität des 
Kontrollpaars RpoS (σS) und RssB [Becker et al., 1999], welches bei sämtlichen Experimenten 
mitgetestet wurde (s. Anhang 1), normalisiert. Die Interaktionsstärke ist in einer Farbskala dargestellt. 
Die Überexpression von DgcI und CdgI mittels pTRG war toxisch. Das GGDEF-Domänen-Protein 





Abb. 4.3: Interaktionen zwischen den GGDEF/EAL-Domänen-haltigen Proteinen aus E. coli K-12 
W3110. Die Zahlenwerte spiegeln die Intensitäten der Interaktionen wider. Ergänzend zur Abb.4.1 
sind hier die normalisierten Zahlenwerte für alle EAL-Domänen-haltigen Proteine (inklusive der 
Proteine RflP, CsrD und BluF mit degenerierten EAL-Domänen) dargestellt. Die GGDEF- und EAL-
Domänen-haltigen Proteine wurden mit Hilfe der Plasmide pBT und pTRG überexprimiert (A und B). 
Sämtliche Rohdaten sind im Anhang 1 zu finden. 
 
4.1.2  Bilden die multiplen DGC und PDE in E. coli spezifische 'Paare-Module'?  
 
Wenn man ein lokales c-di-GMP-Modul als eine Kombination aus einer DGC, 
einer PDE und einem Effektorprotein definiert, kommt die logische Frage auf, ob E. 
coli mit seinen 29 GGDEF/EAL-Domänen-haltigen Proteinen mehrere lokal 
wirkende c-di-GMP-Module besitzen könnte, was der bisherigen Vorstellung 
enstprach. Diese Protein-Module könnten durch Wechselwirkungen eine wichtige 
Rolle bei der Biofilmbildung spielen.   
Nachdem die potentiellen direkten Wechselwirkungen zwischen allen 
GGDEF/EAL-Domänen-haltigen Proteinen ermittelt wurden, war es möglich, eine 
zusammenfassende Interaktionskarte herzustellen. Dafür wurden die Werte der 
Interaktionsaktivitäten nach dem Überexpressionsplasmidwechsel „aufeinander“ 
gelegt und farblich markiert (s. Abb. 4.4). Phylogenetische Verhältnisse einzelner 
GGDEF-Domänen sind ebenfalls in Form eines Kladogramms in die 
zusammenfassende Darstellung mitintegriert. 
Wenn man die Interaktionskarte näher betrachtet, wird es wieder deutlich, 
dass nur eine begrenzte Anzahl der GGDEF/EAL-Domänen-haltigen Proteine 
multiple Interaktionspartner aufweisen, während die überwiegende Mehrheit der 
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GGDEF/EAL-Domänen-haltigen Proteine keine Interaktionspartner hat.  
Die Proteine mit mehreren Interaktionspartnern (DgcE, DgcM und DgcO 
sowie PdeG und PdeR) bilden eine Art „Kerngruppe“ in dem Netzwerk der Biofilm-
relevanten PPI. Interessanterweise sind einige von ihnen (DgcE, DgcM und PdeR) in 
die Regulation der Motilität/Sessilität sowie der Expression des Masterregulators 
CsgD involviert [Lindenberg et al., 2013; Pesavento et al., 2008].  
 
 
Abb. 4.4: Interaktionskarte der GGDEF/EAL-Domänen-haltigen Proteine in E. coli K-12 W3110. Die 
Interaktionen der Proteine (s. Abb. 4.2) wurden unter der Berücksichtigung des 
Überexpressionsplasmidwechsels zusammengefasst. Die Darstellungsreihenfolge der GGDEF- (links) 
sowie der EAL-Domänen-Proteine (oben) wurde durch bioinformatische Analysen (CLUSTAL Omega 
Algorithmus; http://www.ebi.ac.uk/tools) bestimmt und spiegelt die phylogenetischen Verhältnisse 
wider. Einseitige Interaktionswerte (d.h. beim Expressionsplasmidwechsel nur in einer Kombination 
beobachtet) über 20% sind beige markiert, zweiseitige Interaktionen (in beiden Kombinationen 
beobachtet), die jeweils über 10 und 2% liegen, sind braun markiert (für Rohwerte s. Abb. 4.3). 
Proteine mit degenerierten GGDEF- (CdgI) und EAL-Domänen (RflP, CsrD und BluF) sind grau 
markiert, rote Farbe kennzeichnet Proteine mit multiplen reziproken Interaktionspartnern. Rhomben 
bedeuten, dass die Überexpression von CdgI und DgcI mittels pTRG toxisch ist. Das Sternchen 
Zeichen bezieht sich auf die Herkunft von DgcF (hier aus E. coli K-12 55989). 
 
Zusammenfassend lässt sich zusätzlich festzustellen, dass die 
Wechselwirkungen zwischen den potentiell Biofilm-relevanten GGDEF/EAL-
Domänen-haltigen Proteinen unabhängig voneinander im Laufe der Evolution 
entstanden sein müssen. Dafür spricht die Abstammungsanalyse einzelner GGDEF- 
und EAL-Domänen (inklusive degenerierter GGDEF- und EAL-Domäne), welche auf 
der Ähnlichkeit der Proteinsequenzen basiert (CLUSTAL Omega, 
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http://www.ebi.ac.uk/tools). Die GGDEF/EAL-Domänen-haltigen Proteine, bei 
denen Interaktionen nachgewiesen werden konnten (insbesondere diejenige der 
„Kerngruppe“), zeigen keine gemeinsame Phylogenie (vergleiche z.B. DgcE, DgcM 
und DgcO). Das spricht dafür, dass ihre Interaktionen mit mehreren anderen 
Proteinen nicht auf die Ähnlichkeit der Proteinsequenzen und/oder ihrer 
sekundären Strukturen zurückzuführen sind. 
Aus den Ergebnissen des systematischen Screenings zum Nachweis von 
Interaktionen mit sämtlichen GGDEF/EAL-Domänen-haltigen Proteinen kann man 
schlussfolgern, dass wenig spezifische Proteinpaare gebildet werden, welche 
potentiell lokal wirkende c-di-GMP-Module darstellen könnten. Vielmehr sind es die 
Kernproteine DgcE, DgcM und DgcO (GGDEF-Domänen-haltig), sowie PdeG und 
PdeR (EAL-Domänen-haltig), welche multiple Interaktionen eingehen können. Somit 
ergibt sich ein spezifisches Netzwerk von multiple vernetzten Proteinen und 
weiteren Proteinen, die bei der Regulation der Biofilmbildung eine separate Rolle 
spielen.  
 
4.1.3 Entscheiden bestimmte α-Proteinhelices über die Spezifität der Protein-
Protein-Interaktionen? 
Dahlstrom et al. haben vor kurzem postuliert, dass spezifische direkte 
Wechselwirkungen zwischen GGDEF- und EAL-Domänen generell durch bestimmte 
Aminosäure-Motive (s. Kapitel 1.5) nämlich über die α5- beziehungsweise α2-Helices 
stattfinden könnten [Dahlstrom et al., 2015]. Um diese Aussage zu überprüfen, 
wurden die Proteinsequenzen der α5-Helices der GGDEF-Domänen-haltigen 
Proteinen und diejenigen der α2-Helices der EAL-Domänen-haltigen Proteinen in 
dieser Arbeit untereinander verglichen. Die Ergebnisse in Form eines Kladogramms 
sind in Abb. 4.5 dargestellt. 
Bei der Betrachtung der Abstammungsähnlichkeit zwischen den einzelnen α5-
Helices aus den GGDEF-Domänen-haltigen Proteinen (Abb. 4.3, A) sowie zwischen 
den einzelnen α2-Helices aus den EAL-Domänen-haltigen Proteinen (Abb. 4.3, B) 
und ihren entsprechenden PPI (Abb. 4.2) sind keine spezifischen Cluster-Gruppen zu 
identifizieren, bei denen die Ähnlichkeit der Proteinsequenzen mit nachgewiesenen 
PPI zusammenhängt. Anders ausgedrückt, Proteine mit multiplen Interaktions-
partnern, wie z. B. DgcE, DgcM, DgcN und DgcO, stimmen nicht überein mit den 
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Gruppen, in welchen sie aufgrund der Proteinsequenz ihrer α5-Helices aufgeteilt 
wurden. Das heisst, evolutionär gesehen sind Biofilm-relevante Wechselwirkungen 
unabhängig von der Phylogenie der beteiligten Proteine entstanden.  
 
 
Abb. 4.5: Phylogenetische Zusammenhänge der α5- und α2-Helices der GGDEF/EAL-Domänen-
haltigen Proteine aus E. coli K-12 W3110. Die Ergebnisse der Analysen mit den α5-Helices der 
GGDEF-Domänen-haltigen und den α2-Helices der EAL-Domänen-haltigen Proteine sind in (A) 
beziehungsweise (B) dargestellt. Die Analysen wurden mit Hilfe der Algorithmen CLUSTAL Omega 
(http://www.ebi.ac.uk/tools) durchgeführt. Proteine mit degenerierten GGDEF- (CdgI) und EAL-
Domänen (RflP, CsrD und BluF) sind grau markiert. 
 
4.1.4 Domänen-spezifische Interaktionen bei der multiple vernetzten Trigger-
PDE PdeR  
 
Die Trigger-PDE PdeR ist das Mitglied des lokalen c-di-GMP-Moduls, welches aus 
DgcM und MlrA besteht (s. Kapitel 1.3.5) [Lindenberg et al., 2013]. Im Laufe dieser 
Arbeit wurde es aber deutlicher, dass möglicherweise noch nicht alle 
Wirkungsfacetten von PdeR ans Licht gekommen sind. Wie die Abb. 4.4 zeigt, 
interagieren drei weitere Diguanylatzyklasen DgcE, DgcN und DgcO mit PdeR. Die 
Ergebnisse einer genaueren Interaktionsanalyse mit den einzelnen Proteindomänen 
von PdeR und den drei Diguanylatzyklasen sind in den Abb. 4.6 und 4.7 dargestellt. 
Dabei wurden einzelne Proteindomänen als Hybridproteine mit Hilfe der Plasmide 
pBT und pTRG überexprimiert (für Proteinsequenzen s. Plasmidliste). Die 
Membrandomänen von DgcN und DgcE wurden bei den Analysen nicht verwendet 
(s. Kapitel 4.1.1). Die Interaktionsintensitäten sind durch Linien unterschiedlicher 
Stärke gekennzeichnet (Rohdaten sind in der Abb. 4.6 abgebildet). Die Interaktionen 
zwischen den Domänen der PdeR- und DgcM-Proteinen wurden in Lindenberg et al., 




Abb. 4.6: Rohdaten zu den in vivo-Protein-Protein-Interaktionen zwischen den einzelnen 
Domänen von PdeR und DgcO, DgcN, DgcE in E. coli K-12 W3110. Direkte Interaktionen zwischen 
den einzelnen Domänen (für Proteinsequenzen s. Plasmidliste) wurden mit Hilfe des BacterioMatch® 
II Two-Hybrid-Systems getestet. Anzahl der koloniebildenden Einheiten (CFU) nach der eintägigen 
Inkubation auf nicht-selektiven Platten ist jeweils in A, C und E zu sehen, CFU-Anzahl nach der 
dreitägigen Inkubation auf selektiven Platten ist jeweils in B, D und F zu finden. Die daraus 
ermittelten prozentuellen Interaktionswerte (hier nicht gezeigt) wurden auf die Interaktionsaktivität 
des Kontrollpaars RpoS (σS) und RssB [Becker et al., 1999] normalisiert.  
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Bei der Interaktion zwischen der DGC DgcM und PdeR sind alle Domänen 
des letzteren Proteins involviert [Lindenberg et al., 2013]. Ein ähnliches Bild ergab 
sich bei den Interaktionsstudien zwischen PdeR und drei anderen 
Diguanylatzyklasen. Dabei fällt auf, dass in den Fällen von DgcN und DgcE ihre 
HAMP- bzw. 3xPAS-Domänen nicht mit PdeR interagieren.   
 
 
Abb. 4.7: Spezifische in vivo Protein-Protein-Interaktionen zwischen einzelnen Domänen von 
PdeR und vier GGDEF-Domänen-Proteinen aus E. coli K-12 W3110. Die Interaktionen zwischen den 
cytoplasmatischen Domänen der Proteine PdeR, DgcM, DgcN, DgcO und DgcE wurden mit Hilfe des 
BacterioMatch® II Two-Hybrid-Systems untersucht und sind als Linien dargestellt (sämtliche 
Rohdaten sind in der Abb. 4.6 zu finden). Die Interaktionsintensitäten sind durch Linien 
unterschiedlicher Stärke markiert: dick = stark, dünn = mittel, gepunktet = schwach. Zahlen stehen 
für Aminosäuren und markieren die Grenzen der Proteindomänen. Die Proteine sind schematisch 
und nicht maßstabsgetreu abgebildet. Die periplasmatische Domäne CHASE8 und Membrandomäne 
MASE1 (orange markiert) wurden nicht verwendet. Die Interaktionen zwischen PdeR und DgcM 
wurden bereits in Lindenberg et al., 2013 beschrieben. GS – Globin-Sensor-Domäne. 
 
Sowohl HAMP- als auch PAS-Domänen sind Signal-wahrnehmende und –
leitende Proteindomäne, welche offensichtlich bei den PPI auf die Außensignale 
reagieren sollen und somit intramolekulare Wechselwirkungen eventuell regulieren 
könnten. Die 2xPAS- sowie die Globin-Sensor-Domäne von DgcM bzw. DgcO zeigen 
jedoch starke Interaktionen mit der EAL- bzw. GGDEF-Domäne von PdeR. Die 
GGDEF-Domäne von PdeR dominiert bei der Interaktionsstudie mit den GGDEF-
Domänen der analysierten Diguanylatzyklasen. In Abb. 4.8 sind zusätzliche 
Informationen über die Interaktionen zwischen GGDEF-Domäne von PdeR und 
einigen anderen Proteinen zu sehen. Als eine Ausnahme steht die Interaktion 
zwischen PdeR mit DgcE: hier wird die GGDEF-Domäne von PdeR nicht benötigt. 
Im Gegesatz dazu wird aber die EAL-Domäne von PdeR benötigt, welche sowohl 
mit der GGDEF- als auch der EAL-Domäne von DgcE als auch mit der 3xPAS-
Domäne von DgcM Interaktionen zeigt. Somit ist die EAL-Domäne von PdeR im 
Vergleich zu seiner GGDEF-Domäne eine flexiblere Strukturdomäne, die 
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offensichtlich mit unterschiedlichen Proteindomänen interagieren kann. 
Schlussfolgernd zeigte sich die PDE PdeR als ein Enzym mit potentiell 
multiplen Interaktionspartnern, welches nicht nur mit der DGC DgcM, sondern auch 
mit alternativen DGC DgcE, DgcN und DgcO interagieren kann.  
 
4.2 Homo- und Heterodimerbildung zwischen einzelnen GGDEF-Domänen  
 
Eine Homodimerisierung der Diguanulatzyklasen erfolgt antiparallel über 
ihre GGDEF-Domäne und ist absolut essentiell für die enzymatische Aktivität, denn 
jedes Monomer muss ein GTP-Molekül binden, um um daraus ein c-di-GMP-
Molekül verknüpfen zu können (s. Abb. 1.3) [Chan et al., 2004; Paul et al., 2004; 
Schirmer et al., 2009]. Die in dieser Arbeit bereits beschriebene Beobachtung, dass die 
GGDEF-Domäne vom PdeR-Protein jedoch nicht nur homodimerisieren, also mit der 
eigenen GGDEF-Domäne interagieren, sondern auch andere GGDEF-Domäne 
binden kann (s. Kapitel 4.1.4), warf die Frage auf, ob es möglicherweise ein 
generelles Phänomen ist, dass Proteine mit GGDEF-Domänen auch Heterodimere 
bilden.   
Um diese Frage beantworten zu können, wurden einzelne GGDEF-Domänen 
aus allen GGDEF-Domänen-haltigen Proteinen als Hybridproteine mit Hilfe der 
Plasmide pBT und pTRG überexprimiert (für Proteinsequenzen s. Plasmidliste) und 
auf die potentielle in vivo Homo- und/oder Heterodimerbildung mit Hilfe des 
Bacterio-Match® II Two-Hybrid-Systems getestet. Die Interaktionswerte der 
mindestens zwei unabhängigen Versuchsreihen wurden auf die Interaktionsaktivität 
des Kontrollpaars RpoS und seines stark bindenden proteolytischen Faktors RssB 
[Becker et al., 1999], welches bei sämtlichen Experimenten mitgetestet wurde, 
normalisiert. Nach dem Expressionsplasmidwechsel wurde der Mittelwert der 
Interaktionswerte ermittelt und in der Abb. 4.8 dargestellt. Sämtliche Rohdatensätze 
zu allen Experimenten befinden sich im Anhang 2 dieser Arbeit. 
Die Interaktionsstudien mit den GGDEF-Domänen von DgcI- und CdgI-
Proteinen waren nur dann möglich, wenn die Überexpression der beiden Proteine 
mittels pBT stattfand, da sich die Überproduktion dieser Hybridproteine mittels 
pTRG als toxisch erwiesen hat (s. auch Kapitel 4.1.1). Ebenfalls toxisch war die 
Überexpression der einzelnen GGDEF-Domäne des DgcP-Proteins mittels pTRG, im 
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Gegensatz zu der Überexpression des ganzen DgcP-Proteins (s. Abb. 4.4). 
Interessanterweise wurde über die Toxizität des DgcP-Proteins nach seiner 
Überexpression in Ryjenkov et al., 2005 bereits berichtet. Zusätzlich waren auch 
einige andere GGDEF-Domänen-Kombinationen ebenfalls toxisch. 
Offensichtlicherweise sind katalytische Zwischenprodukte oder ausgelöste 




Abb. 4.8:  Homo- und Heterodimerbildung zwischen einzelnen GGDEF-Domänen aus E. coli K-12 
W3110. Direkte Protein-Protein Interaktionen zwischen den separaten GGDEF-Domänen (für 
Proteinsequenzen s. Plasmidliste) wurden mit Hilfe des BacterioMatch® II Two-Hybrid-Systems in 
vivo getestet (A). Alle Interaktionswerte wurden auf die Interaktionsaktivität des Kontrollpaars RpoS 
(σS) und RssB [Becker et al., 1999] normalisiert, welches in jeweiliger Experimentserie mitbestimmt 
wurde (s. Anhang 2). Nach dem Expressionsplasmidwechsel wurde der Mittelwert der 
Interaktionsaktivität ermittelt. Sternchen zeichnen eine Diskrepanz zwischen den 
Interaktionsaktivitätswerten beim Expressionsplasmidwechsel von mindestens 40% aus.  Die 
phylogenetischen Zusammenhänge der Proteinsequenzen wurden mittels bioinformatischer 
Methoden (CLUSTAL Omega Algorithmus auf http://www.ebi.ac.uk/tools analysiert (B). Die 
GGDEF-Domänen aus Proteinen mit intakter A-site sind rosa markiert, diejenigen aus Proteinen mit 
intakten EAL-Domänen – blau, und die GGDEF-Domänen der Proteine mit degenerierter A-site – 
grau. Das GGDEF-Domänen-Protein DgcF* stammt von E. coli K-12 55989, da eine Deletion im dgcF-




Interessanterweise konnte nur in einigen wenigen Fällen eine 
Homodimerbildung der GGDEF-Domänen nachgewiesen werden: dies waren die 
DgcM- und DgcO-Proteine, die eine sehr starke Homodimerisierung ihrer GGDEF-
Domänen zeigten (die Interaktionsintensität war ungefähr zweifach höher als 
diejenige des Kontrollpaars). Sowohl DgcM als auch DgcO wurden bereits als aktive 
DGC in der Literatur beschrieben, daher war eine Homodimerisierung ihrer GGDEF-
Domänen zu erwarten [Lindenberg et al., 2013; Tuckerman et al., 2011].  
Ebenfalls eine sehr starke Homodimerisierung ihrer degenerierten GGDEF-
Domänen zeigten die EAL-Domänen-haltigen Proteine PdeK und PdeR. Eine 
schwächere Homodimerisierung der GGDEF-Domänen wurde zusätzlich bei DgcN 
und CsrD festgestellt.  
Eine starke Heterodimerisierung der GGDEF-Domänen konnte ebenfalls in 
folgenden Paaren beobachtet werden: DgcO-DgcM, PdeO-DgcF, PdeK-DgcO, PdeK-
DgcZ, PdeK-DgcE, CsrD-DgcT, CdgI-DgcM, CdgI-DgcN, CdgI-PdeR, CdgI-PdeO 
sowie CdgI-PdeK. PdeK sowie PdeA sind EAL-Domänen-haltige Proteine mit 
degenerierten GGDEF-Domänen. Eine Heterodimerisierung aufgrund der 
Proteinsequenzähnlichkeit ihrer GGDEF-Domänen konnte laut phylogenetischer 
Analysen ausgeschlossen sein, da sich die Proteinsequenzen in verschiedenen 
Clustern befinden (s. Abb. 4.8 B). Überreinstimmend zu den Beobachtungen über die 
Heterodimerisierung der separaten GGDEF-Domänen von PdeK und DgcE, sowie 
PdeK und DgcO, wurden ebenfalls PPI zwischen den cytoplasmatischen Anteilen 
von PdeK (einschliesslich seiner degenerierten GGDEF- und intakten EAL-
Domänen) sowie DgcE (einschliesslich seiner intakten GGDEF- und degenerierten 
EAL-Domänen) und DgcO festgestellt (s. Abb. 4.4).  
In der Abb. 4.8 B sind noch zusätzlich die Ergebnisse der phylogenetischen 
Analysen der untersuchten GGDEF-Domänen abzulesen. Wie bereits in den Abb. 4.4 
und 4.5 gezeigt, konnte kein Zusammenhang zwischen der Abstammung der 
Proteinsequenzen und ihren spezifischen PPI nachgewiesen werden.  
 
4.3 Untersuchungen zu Interaktionen und Funktion der DGC DgcO  
 
Die Deletion der dgcE- oder/und dgcM-Gene reduziert drastisch die 
Produktion der Biofilmmatrix, was an der Morphologie der Makrokolonien leicht zu 
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erkennen ist [Richter, 2016]. Wenn aber die wichtigsten Spieler wie DgcE und DgcM 
gleichzeitig fehlen, könnte es sein, dass Hintergrundsaktivität der anderen DGC oder 
auch PDE „sichtbar“ wird. Um diese Möglichkeit auszutesten, wurden in der ΔdgcE 
ΔdgcM-Doppelmutante alle 29 GGDEF/EAL-Domänen-haltigen Proteine jeweils 
einzeln ausgeknockt. Die resultierenden Dreifachmutanten der E. coli-Stämme W3110 
sowie AR3110 wurden dann auf Kongorot-haltigen LBnoS-Agarplatten bei 28°C fünf 
Tage lang inkubiert. Der Farbstoff Kongorot bindet an den Amyloid-ähnlichen Curli-
Proteinen, die im Laufe der Biofilmbildung entstehen. Die Makrokolonien färben 
sich daher rot. Für eine bessere Ausprägung der Makrokolonien-Phänotypen 
enthalten LBnoS-Agar-platten kein Salz (NaCl). 
 Die Inkubation verlief sowohl unter Zufuhr von Sauerstoff (aerob, s. Abb. 4.9 
und 4.10) als auch unter einer Atmosphäre, die zu 99,9% aus Stickstoff bestand 
(anaerob, s. Kapitel 4.5).  
 
4.3.1 Aerobe Kultivierung der Dreifachmutanten 
 
Wie Abb. 4.9 zeigt, führt gleichzeitige Deletion der beiden DGC DgcE und 
DgcM zum kompletten Verlust der Biofilmmatrix m E. coli-Stamm W3110 – es 
werden keine Curli-Proteine synthetisiert, Makrokolonien färben sich durch den 
Farbstoff Kongorot nicht rot und bleiben weiss und flach. Bei allen Dreifachmutanten 
des W3110-Stamms konnten keine phänotypischen Effekte beobachtet werden, 
welche auf eine Hintergrundaktivität der GGDEF/EAL-Domänen-haltigen Proteine 
unter aerober Kultivierung hinweisen könnten. Als eine Ausnahme fungierte die 
ΔdgcE ΔdgcM ΔpdeR-Dreifachmutante, die dagegen eine erhöhte Curli-Synthese 
zeigte (deutliche ringförmige Strukturen). Dieser Phänotyp ist demjenigen der 
ΔpdeR-Einzelmutante identisch [Richter, 2016]. Dies spricht dafür, dass in der 
Abwesenheit des Trigger-Enzyms PdeR sein Interaktionspartner MlrA die 
Expression des Curli-Masterregulators CsgD in der ΔdgcE ΔdgcM ΔpdeR-
Dreifachmutante „ungestört“ und stark aktiviert. 
Der E. coli-Stamm AR3110 ist ein Derivat des W3110-Stamms, in dem aber der 
Einzelnukleotid-Polymorphismus des bcsQ-Gens beseitigt wurde, so dass seine 
Expression und Expression des stromabwärts liegenden bcsA-Gens ermöglicht 
wurde [Serra et al., 2013a].  Infolgedessen findet die Cellulosesynthese in der Biofilm-
Ergebnisse 
 110	
bildung des AR3110-Stamms statt. Dementsprechend werden zwar keine Curli-
Proteine in der ΔdgcE ΔdgcM-Doppelmutante des AR3110-Stamms produziert, die 
Cellulosesynthese aber erfolgt  und die Makrokolonie nicht weiss-, sondern etwa 
rosafarbig wird (s. Abb. 4.10). Der Farbstoff Kongorot kann Cellulosefasern ebenfalls 
binden, wenn auch mit geringerer Affinität.  
 
 
Abb. 4.9:  Einfluss der GGDEF/EAL-Domänen-haltigen Proteine auf die Biofilmbildung der ∆dgcE 
∆dgcM- Doppelmutante des E. coli-Stamms K-12 W3110 unter aerober Kultivierung. Die 
Makrokolonien des Ausgangsstamms und seinen Derivaten entstanden bei 28°C und fünftägiger 
Inkubation auf Kongorot-haltigen LBnoS-Agarplatten. Gene, die für GGDEF- und EAL-Domänen-
Proteine kodieren, sind rosa beziehungsweise blau gekennzeichnet. Gene, die für Proteine mit 
degenerierten GGDEF/EAL-Domänen kodieren, sind grau markiert. 
 
Die Inaktivierung der 29 DGC- und PDE-kodierenden Gene im Hintergrund 
der ΔdgcE ΔdgcM-Doppelmutante des AR3110-Stamms lieferte im Vergleich zum 
W3110-Stamm eine breitere Phänotypenpalette der Makrokolonien. So wurden zwar 
leichte Morphologieschwankungen der Makrokolonien unter aerober Inkubation 
beobachtet, blieb die Mehrheit der Dreifachmutanten-Makrokolonien dem Biofilm 
der Doppelmutante ähnlich. In Fällen von ΔdgcE ΔdgcM ΔdgcC-, ΔdgcE ΔdgcM 
ΔpdeD- sowie ΔdgcE ΔdgcM ΔcsrD-Dreifachmutanten wurde eine reduzierte 
Biofilmmatrixproduktion festgestellt (leichte rosa Verfärbung). Dies weist auf einen 
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Beitrag von DgcC-,  PdeD- wie CsrD-Proteinen bei der Biofilmmatrixsynthese hin. In 
einigen Dreifachmutanten wurde sogar eine leicht erhöhte Biofilmmatrixproduktion 
beobachtet (kleine Faltsturkuren). Dies waren ΔdgcE ΔdgcM ΔdgcN-, ΔdgcE ΔdgcM 
ΔdgcQ-, ΔdgcE ΔdgcM ΔdgcT- sowie ΔdgcE ΔdgcM ΔpdeB-, ΔdgcE ΔdgcM ΔpdeC-, 
ΔdgcE ΔdgcM ΔpdeH- und ΔdgcE ΔdgcM ΔpdeO-Dreifachmutanten. 
Interessanterweise, wenn für die EAL-Domänen-haltigen Proteine wie PdeB, PdeC, 
PdeH und PdeO ein solcher Effekt zu erwarten wäre (aufgrund ihrer PDE-Aktiviät),  
war der Befund, dass auch manche GGDEF-Domänen-haltige Proteine wie DgcN, 
DgcQ und DgcT eine Biofilmmatrix-reduzierende Hintergrundaktivität zeigen, 
überraschend. Die ΔdgcE ΔdgcM ΔpdeR-Dreifachmutante lieferte eine grössere flache 
strukturarme Makrokolonie. Ein identischer Phänotyp wurde auch bei der ΔpdeR-
Einzelmutante beobachtet (s. Abb. 4.25). 
 
 
Abb. 4.10:  Einfluss der GGDEF/EAL-Domänen-haltigen Proteine auf die Biofilmbildung der 
∆dgcE ∆dgcM- Doppelmutante des E. coli K-12 AR3110-Stamms unter aerober Kultivierung. Die 
Makrokolonien des Ausgangsstamms und seinen Derivaten entstanden bei 28°C und fünftägiger 
Inkubation auf Kongorot-haltigen LBnoS-Agarplatten. Gene, die für GGDEF- und EAL-Domänen-
Proteine kodieren, sind rosa beziehungsweise blau gekennzeichnet. Gene, die für Proteine mit 
degenerierten GGDEF/EAL-Domänen kodieren, sind grau markiert. 
 
Bemerkungswerterweise kontrastieren die auffälligen Biofilme der ΔdgcE 
ΔdgcM ΔdgcO- und ΔdgcE ΔdgcM ΔpdeK-Dreifachmutanten mit den restlichen 
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untersuchten Makrokolonien (s. Abb. 4.10).  Diese Stämme zeigen einen kompletten 
Verlust der Matrixsynthese, was sich in ihren weissen und flachen Biofilmen äussert. 
Da der einzige Unterschied zwischen den W3110- und AR3110-Stämmen in der 
Fähigkeit, Cellulose zu synthetisieren liegt, weisen die weissen Biofilme der 
Dreifachmutanten des AR3110-Stamms darauf hin, dass keine Cellulose mehr 
vorhanden ist. Anders gesagt, zeigt die ΔdgcE ΔdgcM-Doppelmutante des Cellulose-
negativen W3110-Stamms denselben Biofilmphänotyp wie die ΔdgcE ΔdgcM-
Doppelmutante des Cellulose-positiven AR3110-Stamms, welcher zusätzlich keine 
Cellulose produziert. Das bedeutet, dass sowohl DgcO als auch PdeK an den 
Cellulose-relevanten Metabolismusprozessen fördernd teilnehmen.  
Interessanterweise zeigte das Fehlen des DgcC-Proteins im Vergleich zu 
DgcO- und PdeK-Proteinen keinen kompletten „Ausfall“ der Celluloseproduktion in 
der ΔdgcE ΔdgcM ΔdgcC-Dreifachmutante (die Kolonien sind immer noch rosafarbig, 
was für eine noch stattfindende Cellulosesynthese spricht).  
Zusammengefasst lässt sich sagen, dass aus allen 29 GGDEF/EAL-Domänen-
haltigen Proteinen nur zwei Enzyme einen auffälligen und interessanten Einfluss auf 
den Makrokolonienphänotyp in Abwesenheit der Hauptdiguanylatzyklasen DgcE 
und DgcM aufweisen. Das sind DgcO und PdeK, wessen Hintergrundsaktivität 
offensichtlich einen positiven Einfluss auf den Celluloseumsatz in der 
Biofilmbildung hat und daher in dieser Arbeit genauer untersucht werden soll. 
 
4.3.2 Tragen DgcO und PdeK zum Cellulosemetabolismus bei? 
 
Obwohl umfangreiche Kenntnisse über die Struktur und die intramolekularen 
Wechselwirkungen des DgcO-Proteins gesammelt wurden, konnte allerdings bis 
jetzt seine spezifische physiologische Funktion im E. coli-Stamm W3110 
beziehungsweise AR3110 nicht entdeckt werden. Ob und wie tatsächlich die DGC 
DgcO den Celluloseumsatz bewirkt, sollen zuerst phänotypische Makrokolonien-
Studien der Stämme mit Biofilm-relevanten Genmutationen im Laufe dieser Arbeit 
zeigen. Dafür wurde eine Reihe von Einzel-, Doppel- und Dreifachmutanten der 
dgcE-, dgcM,- und dgcO-Genen hergestellt und auf Kongorot-haltigen LBnoS-Agar-
platten bei 28°C fünf Tage lang inkubiert. Die infolgedessen entstandenen 
Makrokolonien sind in der Abb. 4.11 abgebildet.  
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Das Fehlen von DgcO beeinflusst nicht die Biofilmbildung in den Wildtyp-
Stämmen (vergleiche W3110 und ΔdgcO-Einzelmutante in A sowie AR3110 und 
ΔdgcO-Einzelmutante in B). Obwohl in Abwesenheit von jeweiliger 
Hauptdiguanylatzyklase (DgcE oder DgcM) eine sichtbare Reduktion der 
Biofilmmatrixproduktion in beiden E. coli-Stämmen stattfindet (Strukturminderung 
der Makrokolonien), zeigt DgcO jedoch keine Auswirkung auf den Phänotyp aller 
getesteten Einzel-, Doppel- und Dreifachmutanten im Cellulose-negativen Stamm 
W3110 (keine zusätzliche Strukturminderung der Makrokolonien). In den ΔdgcE 
ΔdgcO- und ΔdgcE ΔdgcM ΔdgcO-Dreifachmutanten des Cellulose-positiven Stamms 
AR3110 findet dagegen eine deutliche beziehungsweise drastische Reduktion der 
Matrixproduktion statt (eine weitere Strukturminderung und „Verblassen“ der 
Makrokolonien). In der ΔdgcM ΔdgcO-Doppelmutante wurde keinen Einfluss von 
DgcO auf die Biofilmbildung beobachtet (vergleiche die ΔdgcM-Einzelmutante). 
Diese Beobachtungen sprechen dafür, dass DgcO spezifisch den Celluloseumsatz 
beeinflusst und tatsächlich als eine aktive DGC ihren Beitrag bei der Biofilmbildung 
leistet. 
Abb. 4.11:  Die Rolle von DgcO im Cellulosemetabolismus des Biofilms. Die Makrokolonien der 
Stämme E. coli K-12 W3110 (A, Cellulose-negativ), AR3110 (B, Cellulose-positiv) und ihren Derivaten 
entstanden bei 28°C und fünftägiger Inkubation auf Kongorot-haltigen LBnoS-Agarplatten.  
 
Da sich das dgcO-Gen zusammen mit dem pdeO-Gen in einem Operon 
befindet und eine transkriptionalle Einheit bildet [Mendez-Ortiz et al., 2006], war die 
Deletion des pdeO-Gens ebenfalls vom Interesse. Ob PdeO ebenfalls wie DgcO eine 
Rolle bei dem Celluloseumsatz mitspielt, sollten ebenfalls die phänotypischen 
Makrokolonien-Studien dieser Arbeit zeigen.  
Wie die Abb. 4.11 (A) veranschaulicht, steigt die 
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Biofilmmatrixproduktion sowohl in der ΔdgcE- als auch in der ΔdgcM-Mutante des 
Cellulose-negativen Stamms W3110 in Abwesenheit von PdeO. Dieser Befund allein 
spricht bereits dafür, dass PdeO offensichtlich keine spezifische Rolle im 
Cellulosemetabolismus spielt. Bei dem Cellulose-positiven Stamm AR3110 weisen 
die ΔdgcE ΔpdeO- und ΔdgcM ΔpdeO-Doppelmutanten sowie die ΔdgcE ΔdgcM 
ΔpdeO-Dreichfachmutante denselben Phänotyp auf (s. Abb. 4.11 B). Im Vergleich zu 
Ausgangsstämmen (Einzelmutanten) wurde zwar eine geringe Steigerung der 
Matrixsynthese in der ΔdgcM ΔpdeO-Doppelmutante beobachtet, jedoch nicht in der 
ΔdgcE ΔpdeO-Doppelmutante. PdeO ist somit eine aktive PDE, welche den Abbau 
von c-di-GMP zumindest unter den getesteten Bedingungen unspezifisch 
gewährleistet. In weiteren Experimenten wird PdeO jedoch als Kontrolle 
mituntersucht. 
Einen zusätzlichen Beweis dafür, dass DgcO eine fördernde Rolle bei dem 
Celluloseumsatz spielt, lieferte die Inkubation der Makrokolonien mutierter Stämme 
auf den LBnoS-Agarplatten mit dem Farbstoff Kalkofluor, welcher Cellulosefasern 
spezifisch bindet und unter UV-Bestrahlung fluoresziert. Die Abwesenheit von DgcO 
zeigte ebenfalls eine verminderte Celluloseproduktion in der ΔdgcE ΔdgcM-
Doppelmutante (s. Anhang 3 dieser Arbeit). 
Das PdeK-Protein wurde bereits als eine aktive membranassoziierte PDE in 
Richter, 2016 dokumentiert. Die Rolle der PdeK in dem lokalen c-di-GMP-Modul, 
welches für den Celluloseumsatz verantwortlich ist, konnte gezeigt werden: 
aufgrund der Enzymaktivitäten von PdeK und der DGC DgcC sowie der Tatsache, 
dass sie miteinander interagieren, wird ein lokaler c-di-GMP-Gradient generiert. 
Dadurch wird eine Kolokalisation des Effektormoleküls BcsB ebenfalls durch PPI 
ermöglicht.  
Überraschenderweise wirkte sich das PdeK-Protein positiv auf den 
Cellulosemetabolismus aus (s. Abb. 4.10), da das Fehlen einer aktiven PDE den c-di-
GMP-Spiegel erhöht und man eine Steigerung der Matrixproduktion (hier 
Celluloseproduktion) erwartet hätte (keine weissen, dafür aber rötlichere 
strukturreichere Makrokolonien). Es gibt allerdings Beweise dafür, dass die Aktivität 
von PdeK selbst einer komplizierten Regulation durch kleine Proteine unterliegt 
[Hengge, unveröffentlich]. Das bedeutet, dass PdeK multiple Interaktionspartner 
haben könnte, was die Abb. 4.4 und 4.8 auch zu vermuten lassen. Eine PPI zwischen 
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PdeK und DgcO wurde ebenfalls beobachtet. Um potentielle Wechselwirkungen 
zwischen PdeK und DgcO genauerer zu untersuchen, wurden phänotypische 
Studien der Makrokolonien mit einer Reihe der Mutationshintergründen 
durchgeführt (s. Abb. 4.12). 
 
Abb. 4.12:  Der Einfluss von DgcO und PdeK auf die Biofilmbildung. Nach fünftägiger Inkubation 
auf Kongorot-haltigen LBnoS-Agarplatten bei 28°C wurden die entstandenen Makrokolonien des E. 
coli K-12 AR3110-Stamms fotografiert. Einige der abgebildeten Makrokolonien sind in Abb. 4.11 
wieder zu finden, da die Inkubation der Stämme parallel verlief. 
 
Das alleinige Fehlen von PdeK (identisch zu DgcO) hat keinen Einfluss auf die 
Biofilmbildung. Im Hintergrund der ΔdgcE-Mutante verursacht das Fehlen des 
PdeK-Proteins ebenfalls keinen Phänotyp bezüglich der Biofilmbildung. In der 
ΔdgcM ΔpdeK-Doppelmutante wurde allerdings eine leicht erhöhte 
Matrixproduktion im Vergleich zur ΔdgcM-Einzelmutante beobachtet, was die lokale 
Aktivität von PdeK in dem DgcC/PdeK/BcsB-Proteinmodul stromabwärts der 
Regulations-position von DgcM bestätigt [Richter, 2016] (s. Abb. 1.7). Die 
Makrokolonien der ΔdgcE ΔdgcM ΔdgcO- und ΔdgcE ΔdgcM ΔpdeK-Dreifachmutanten 
sowie der ΔdgcE ΔdgcM ΔdgcO ΔpdeK-Vierfachmutante zeigen denselben 
Biofilmphänotyp: in allen Mutantenstämmen findet keine Matrixproduktion statt 
(weisse Kolonien). Daher lässt sich eine gegenseitig unabhängige Wirkungsweise 
von DgcO und PdeK auf den Celluloseumsatz vermuten, denn in der ΔdgcE ΔdgcM 
ΔdgcO-Dreifachmutante das pdeK-Gen immer noch im Chromosom vorliegt, genau 
so wie das dgcO-Gen in der ΔdgcE ΔdgcM ΔpdeK-Dreifachmutante vorhanden ist. 
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Aufgrund von vielen potentiell einwirkenden Faktoren und keinen 
aussagekräftigen Ergebnissen der Makrokolonien-Studien von PdeK konzentriert 
sich diese Arbeit im Folgenden auf das DgcO-Protein. Im weiteren Verlauf soll der 
Wirkungsmechanismus dieser DGC auf den Cellulosemetabolismus untersucht 
werden. 
 
4.3.3  DgcO wirkt sowohl über seine DGC-Aktivität wie auch unabhängig von 
dieser Aktivität  
 
Bisherige Experimente dieser Arbeit lieferten Hinweise dafür, dass die DGC 
DgcO einen positiven Einfluss auf den Cellulosemetabolismus in der Biofilmbildung 
hat. Diese fördernde Wirkung könnte auf potentiellen PPI zwischen DgcO und 
anderen biofilmbildungsrelevanten Proteinen basieren. Dafür sprechen die 
Untersuchungsergebnisse der vorhergehenden Experimente, die eine Reihe von 
potentiellen Interaktionspartnern aufgedeckten, welche auch bei der 
Cellulosesynthese eine Rolle spielen, wie z. B. PdeK (s. Abb. 4.2, 4.4 und 4.7). Um 
dies herauszufinden und auch zusätzlich, ob das überexprimierte DgcO-Protein die 
Mutation seines eigenen Gens komplementieren kann, wurde dgcO in das 
pCAB18cat Plasmid eingebracht. Dabei wurde auch zusätzlich die intakte A-site des 
DgcO-Proteins, welche für die eigentliche enzymatische Aktivität veranwortlich ist, 
gegen eine inaktive ausgetauscht (das GGDEF-Aminosäurenmotiv gegen GGDAF 
ausgetauscht, für Proteinsequenzen s. Plasmidliste). Resultierend entstanden aktive 
(pDgcO) und inaktive (pDgcOGGDAF) Formen von DgcO, die in dem E. coli-Stamm 
AR3110 und einer Reihe seiner Mutanten dann ektopisch überexprimiert wurden (s. 
Abb. 4.13).  
In dem Wildtyp-Stamm sowie in der ΔdgcO-Einzelmutante konnte 
erwartungsgemäss keine zusätzliche Steigerung der Matrixproduktion durch die 
DgcO-Überexpression beobachtet werden, da alle biofilmrelevanten Gene vorhanden 
waren und die Biofilmbildung vollständig ablief. Interessanterweise wurde aber bei 
den oben genannten Stämmen und zum Teil bei der ΔdgcE-Einzelmutante eine 
reproduzierbare Minderung der Matrixproduktion festgestellt, wenn die inaktive 
Form von DgcO (pDgcOGGDAF) überexprimiert war.  
Durch die enzymatische Aktivität von DgcO (pDgcO) wurde eine erhöhte 
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Biofilmbildung nur in der ΔdgcE-Einzelmutante, der ΔdgcE ΔdgcO-Doppelmutante 
und der ΔdgcE ΔdgcM ΔdgcO-Dreifachmutante verursacht. Erstens sagt dies über 
eine tatsächliche Aktivität des exprimierten Enzyms aus. Zweitens konnte die 
Abwesenheit des globalen c-di-GMP-Produzents DgcE durch DgcO nicht 
kompensiert werden und zur Ausprägung eines kompletten Biofilms führen, sogar 
wenn das dgcO-Gen sowohl chromosomal als auch ektopisch transkribiert wurde 
(die ΔdgcE-Einzelmutante). Dies spricht dafür, dass DgcO als aktive DGC nicht 
global, sondern tatsächlich lokal in der Biofilmbildung wirkt. Aufschlussreich war 
auch die Beobachtung, dass die Biofilmbildung der ΔdgcE ΔdgcM ΔdgcO-
Dreifachmutante in Anwesenheit von pDgcO zwar gefördert wurde, erreichte aber 
nur den Ausmass der ΔdgcM-Einzelmutante oder der ΔdgcM ΔdgcO-Doppelmutante.  
 
 
Abb. 4.13: Die Bedeutung der enzymatischen Aktivität der DgcO und PdeO für den 
Cellulosemetabolismus und die Biofilmbildung. Makrokolonien des E. coli-Stamms K-12 AR3110 
und seinen Derivaten entstanden bei 28°C und fünftägiger Inkubation auf Kongorot-, IPTG- und 
Chloramphenicol-haltigen LBnoS-Agarplatten. Die aktiven und inaktiven Formen der DgcO (A) und 




Diese Befunde sprechen dafür, dass DgcO definitiv stromabwärts von DgcE 
und entweder stromabwärts oder/und auf der gleichen Ebene wie DgcM in der 
Regulationskaskade der Biofilmbildung wirkt. 
Entscheidend für die oben gestellte Hypothese war auch die Beobachtung, 
dass keine Biofilmbildung in der ΔdgcE ΔdgcM ΔdgcO-Dreifachmutante in 
Anwesenheit der inaktiven DgcO-Form stattfand (pDgcOGGDAF, Makrokolonien 
blieben weiss). Daraus lassen sich zwei Szenarien ableiten: entweder basiert die 
Cellulosemetabolismus-stimulierende Wirkungsweise von DgcO nicht auf den PPI, 
da das DgcO-Protein, wenn auch inaktiv, in den Zellen vorhanden war und an 
potentielle Interaktionspartner immer noch binden und dadurch den 
Celluloseumsatz stimulieren könnte. Andererseits könnte die Mutagenese bereites 
einer Aminosäure (hier Wechsel von Glutaminsäure (E) auf Alanin (A)) die korrekte 
Faltung des DgcO-Proteins so beinflussen, dass keine PPI mit seinen potentiellen 
Partnern mehr möglich waren, wodurch auch der Celluloseumsatz nicht 
„angetrieben“ werden könnte. So könnte zum Beispiel die Bindung des DgcOGGDAF-
Proteins an den Degradosom-Komplex und die Aktivität seines Effektorproteins 
PNPase im Rahmen des DgcO/PdeO/PNPase-Moduls beinträchtigt werden. Der 
Austausch einer Aminosäure kann in der Tat dazu führen dass ein Protein seine 
Funktion(en) vollständig verliert [Zaprasis et al., 2014]. Nichtsdestotrotz scheint der 
für den Cellulosemetabolismus relevante Effekt des DgcO-Proteins mit seiner 
enzymatischen Aktivität zusammenzuhängen. 
Interessanterweise war die GGDAF-Mutation des katalytisch aktiven 
Zentrums (GGDEF im Wildtyp) von DgcO absolut ausreichend, um ihre DGC-
Aktivität zu eliminieren. Standartweise werden die GGAAF-Mutationen in die A-site 
von DGC eingefügt, wie beispielsweise in der Studie über die DgcO-Aktivität in 
Tagliabue et al., 2010. Die Befunde dieser Arbeit zeigen jedoch, dass die 
Glutaminsäure (D) des GGDEF-Motivs offensichtlich keine Rolle bei der 
enzymatischen Reaktion von DgcO spielt. Ähnliche Beobachtungen wurden bei der 
GGDAF-Mutation des GGDEF-Motivs des DcpA-Proteins in Agrobacterium 
tumefaciens sowie bei der GGAEF-Mutation des GGEEF-Motivs der DGC DgcP in 
Pseudomonas spp. dokumentiert [Aragon et al., 2015; Feirer et al., 2015]. 
Die DGC DgcO wurde in den vorhergehenden Experimenten dieser Arbeit 
ektopisch überexprimiert, das heisst, das Protein wurde nach IPTG-Zugabe mit Hilfe 
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des Plasmids pCAB18cat kontinuierlich produziert, so dass die Proteinmengen auf 
keinen Fall einer natürlichen Situation entsprechen. Das native DgcO-Protein verfügt 
über ein spezifisches Aminosäurenmotiv (I-site), welches in DGC das Endprodukt c-
di-GMP bindet. Dadurch wird eine inhibierende Funktion des Endprodukts in der 
Enzymkinetik gewährleistet (s. Kapitel 1.3.1). 
Um die Möglichkeit auszuschliessen, dass die beobachtende Reduktion der 
Biofilmbildung nur aufgrund einer „Absorption“ der c-di-GMP-Moleküle an die I-
sites verursacht wurde und somit generell das frei verfügbare c-di-GMP 
eingeschenkt wurde, wurde das intakte I-site-Motiv RSSD gegen nicht funktionelles 
GSSG in dem enzymatisch inaktiven DgcO-Protein ausgetauscht (s. Primerliste).   
Die Matrixsynthese in der ΔdgcE-Mutante war auch nach der Überexpression dieser 
DgcO-Variante reduziert [Daten nicht gezeigt].  
Als Kontrolle der spezifischen Funktion von DgcO wurde zusätzlich die 
Wirkung der PDE PdeO mituntersucht. Obwohl dgcO und pdeO-Gene im selben 
Operon liegen, konnte bis jetzt keine Celluloseumsatz-spezifische Wirkung von 
PdeO in dieser Arbeit gezeigt werden. Nichtsdestotrotz erwies sich PdeO als aktives 
Enzym, welches eine starke Reduzierung der Biofilmmatrixproduktion auslöste (s. 
Abb. 4.13). Dieses Ergebnis war zu erwarten. Währenddessen zeigte ihre inaktive 
Form (pPdeOAAL, das EAL-Aminosäurenmotiv der A-site gegen AAL ausgetauscht, 
für Proteinsequenzen s. Plasmidliste) keinerlei Auswirkung auf die Biofilmbildung. 
Dies spricht dafür, dass auch PdeO entweder keine für den Celluloseumsatz 
signifikanten PPI eingeht oder eine inkorrekte Faltung durch die AAL-Mutation 
angenommen hat. 
Ein zusätzliches Experiment für die Bestätigung einer lokalen Cellulose-
spezifischen Wirkungsweise von DgcO wurde mit Hilfe der DGC DgcP und DgcC 
durchgeführt. Während DgcC als ein aktives Mitglied des lokal wirkenden und 
Celluloseproduktion bestimmenden DgcC/PdeK/BcsB c-di-GMP-Moduls bereits 
beschrieben wurde [Richter, 2016], bleibt eine spezifische Funktion von DGC DgcP 
noch unklar, obwohl ihre enzymatische Aktivität bereits bewiesen wurde [Ryjenkov 
et al., 2005]. Die DgcC- und DgcP-Proteine wurden mittels pCAB18cat Plasmids in 
der ΔdgcE ΔdgcM ΔdgcO-Dreifachmutante überexprimiert und bei 28°C fünf Tage 
lang inkubiert. Wie erwartet, aktivierte DgcC die Biofilmbildung der 
Dreichfachmutante (s. Abb. 4.14). Dabei - identisch zu DgcO – wurde nur der 
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Phänotyp einer ΔdgcM-Mutante wiederhergestellt. Dies war ebenfalls zu erwarten, 
da DgcC die Cellulosesynthese lokal und stromabwärts bezüglich DgcM reguliert (s. 
Abb. 1.7). Außerdem ist die eigentliche Transkription des dgcC-Gens DgcM-abhängig 
(s. Abb. 1.7). Die Überexpression des DgcP-Proteins konnte keine Biofilmbildung der 
Dreifachmutante stimulieren, obwohl das mittels pCAB18cat Plasmid exprimierte 
DgcP-Protein sich als eine enzymatisch aktive DGC in Flüssigkultur erwiesen hat (s. 
Abb. 15). 
 
Abb. 4.14: Einfluss der Überproduktion von c-di-GMP durch verschiedene DGC auf die 
Biofilmbildung der ∆dgcE ∆dgcM ∆dgcO-Dreifachmutante. Die Makrokolonien des E. coli-Stamms 
K-12 AR3110 entstanden bei 28°C und fünftägiger Inkubation auf Kongorot-, IPTG- und 
Chloramphenicol-haltigen LBnoS-Agarplatten. Die DgcP- und die DgcC-Proteine wurden mit Hilfe 
des Plasmids pCAB18cat exprimiert. 
 
Nachdem Struktur-reduzierende Effekte des überexprimierten DgcO-Proteins 
in der Biofilmbildung der Makrokolonien beobachtet wurden (s. Abb. 4.13), ergab 
sich die Frage, ob ähnliche Effekte auch in Flüssigkultur auftreten. Um diese Frage 
zu beantworten, wurden DgcO und DgcP (als Kontrolle) mittels pCAB18cat 
Plasmide in den Stämmen mit jeweiliger csgB::lacZ-Reportergenfusion und fehlenden 
dgcE-, dgcM- oder pdeH-Genen exprimiert. Das csgB-Gen kodiert für das Curli-
Strukturgen und spiegelt somit direkt die biofilmbildenden Vorgänge wider. 
Tatsächlich, wie die Abb. 4.15 veranschaulicht, konnte eine geringe Minderung der 
Expression der csgB::lacZ-Reportergenfusion festgestellt werden, wenn DgcO 
überexprimiert vorlag. Auffälligerweise trat dieses Phänomen nur dann auf, wenn 
kein dgcM-Gen im Chromosom vorhanden war (s. Wildtyp- und ΔpdeH-Mutante-
Stämme). Darüber hinaus wurde beobachtet, dass sogar bei der Überexpression von 
DgcO die Curli-Expression nicht stimuliert wird (s. die ΔdgcE ΔdgcM-
Doppelmutante). Dies spricht dafür, dass der globale c-di-GMP-Pool durch die 
enzymatische Aktivität von DgcO nicht erhöht werden kann und DgcO bei der 
Biofilmbildung lokal wirkt. 
Für zukünftige Experimente wären Messungen der dgcC::lacZ-
Reportergenfusion in Abwesenheit von dgcE- sowie dgcM- und dgcO-Genen sinnvoll, 




Abb. 4.15: Der Einfluss von DgcO auf die Curli-Bildung in Flüssigkultur. Die Expression der 
csgB::lacZ-Reportergenfusion im E. coli-Stamm K-12 W3110 und seinen Derivaten wurde nach 24-
stündiger Inkubation bei 28°C in IPTG- und Chloramphenicol-haltigem LB-Medium bestimmt. Die 
DgcO- und die DgcP-Proteine wurden mit Hilfe des Plasmids pCAB18cat exprimiert. 
 
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass unter den vorgeführten 
Testbedingungen die Stimulation der Celluloseproduktion durch die DGC DgcO mit 
ihrer enzymatischen Aktivität zusammenhägt. Allerdings zeigte die enzymatisch 
inaktive DgcO ebenfalls einen Effekt auf die Biofilmbildung, was die PPI-vermittelte 
Wirkung von DgcO auf andere Proteine nicht ausschließt.   
 
4.3.4 Das Wechselspiel zwischen DgcO und Proteinen mit GGDEF/EAL-
Domänen 
 
Die Abb. 4.16 fasst Ergebnisse der Untersuchung der PPI DgcO und den 
GGDEF/EAL-Domänen-haltigen Proteinen zusammen. Eine auffällig starke 
Interaktion zwischen den einzelnen GGDEF-Domänen von DgcO und DgcM ist in 
den Abb. 4.8 und 4.16 (B) zu sehen. Interessanterweise wird die Transkription von 
sowohl dgcO- als auch dgcM-Genen durch RpoS positiv reguliert [Sommerfeldt et al., 
2009].  
Diese Beobachtungen und die Befunde über die leichte Reduktion der 
Koloniemorphologie durch überexprimiertes katalytisch inaktives DgcO-Protein in 
Anwesenheit von DgcM (s. Kapitel 4.3.3) lassen vermuten, dass eine Minderung der 
Matrixsynthese womöglich durch eine Interaktion zwischen DgcO und DgcM 
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zustande kommt: eventuell bindet DgcO an DgcM und verhindert so ihre 
enzymatische Aktivität. Die Translationsrate der DgcO- und DgcM-Proteine ist in 
der stationären Phase vergleichbar hoch [Klauck und Hengge, AG-Daten], was die 
Rekrutierung des «überflüssigen» DgcM-Proteins durch DgcO ermöglichen könnte. 
Somit wäre die Bindung des Transkriptionsaktivtors MlrA an den Promoter des 
Curli-Masterregulators CsgD beeinträchtigt, wodurch seine eigene Expression sowie 
diejenige der von ihm aktivierten Genen sinken würde.  
Eine Regulation der Transkriptionsfaktoren durch inhibitoriche PPI ist in der 
bakteriellen Physiologie weit verbreitet. So bindet beispielsweise die Glutamin-
Synthetase den globalen Transkriptionsfaktor und Stickstoffregulator TnrA in 
Bacillus subtilis und verhindert seine DNA-bindende Aktivität als Rückantwort auf 
die Verfügbarkeit der bevorzugten Stickstoffquelle [Commichau and Stülke, 2008].   
 
 
Abb. 4.16: In vivo Protein-Protein-Interaktionen zwischen DgcO und den GGDEF/EAL-Domänen-
haltigen Proteinen in E. coli K-12 W3110. Direkte Interaktionen zwischen den vollständigen 
Proteinen oder ihren cytoplasmatischen Domänen (für Proteinsequenzen s. Plasmidliste) von DgcO 
und EAL-Domänen-haltigen Proteinen (A) sowie zwischen einzelnen GGDEF-Domänen von DgcO 
und GGDEF/EAL-Domänen-haltigen Proteinen (B) wurden mit Hilfe des BacterioMatch® II Two-
Hybrid-Systems bestimmt. Die Interaktionswerte wurden auf die Interaktionsaktivität des 
Kontrollpaars RpoS (σS) und RssB [Becker et al., 1999] normalisiert. Beim Expressionsplasmidwechsel 
wurde das DgcO-Protein beziehungsweise die GGDEF-Domäne von DgcO mittels pBT (jeweils 
dunkelgraue Balken) und pTRG (jeweils hellgraue Balken) Plasmide überexprimiert. Sämtliche 





Aufgrund gesammelter Beobachtungen über Makrokolonienphänotypen in 
Anwesenheit von überexprimierter DgcO entstand schliesslich die Hypothese einer 
potentiellen Hemmung der DGC-Aktivität von DgcM durch DgcO. Um diese 
Hypothese zu überprüfen, wurden in vivo- sowie in vitro-Interaktionsstudien 
zwischen DgcM und DgcO sowie ein DGC-Aktivitätsassay von DgcM durchgeführt 
und in den folgenden Kapiteln dargestellt. 
 
4.3.5 In vivo-Interaktionsstudien zwischen einzelnen Domänen von DgcO und 
DgcM  
 
Bis jetzt konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass einzelne GGDEF-
Domänen von DgcO- und DgcM-Proteinen starke Interaktionen aufweisen (s. Abb. 
4.8). Da beide Proteine nicht nur über GGDEF-Domänen, sondern auch über 




Abb. 4.17: In vivo Protein-Protein-Interaktionen zwischen den DgcO- und DgcM-Proteinen sowie 
ihren einzelnen Domänen. Direkte Interaktionen zwischen den vollständigen Proteinen oder ihren 
einzelnen Domänen (für Proteinsequenzen s. Plasmidliste) wurden mit Hilfe des BacterioMatch® II 
Two-Hybrid-Systems bestimmt. Die Interaktionswerte wurden auf die Interaktionsaktivität des 
Kontrollpaars RpoS (σS) und RssB [Becker et al., 1999] normalisiert (für Rohdaten s. Anhang 4). Die 
Interaktionsstärke ist in einer Farbskala dargestellt. Beim Expressionsplasmidwechsel wurde das 
DgcO-Protein beziehungsweise seine Domänen mittels pTRG (A) und pBT (B) Plasmide 
überexprimiert. C: Interaktionen zwischen den einzelnen Domänen von DgcO und DgcM sind als 
Linien dargestellt. Die Interaktionsintensitäten sind durch Linien unterschiedlicher Stärke markiert: 
dick = stark und dünn = mittel. Zahlen stehen für Aminosäuren und markieren die Grenzen der 





Interaktionsstudien zwischen den einzelnen Domänen ebenfalls von Interesse. Dafür 
wurden Hybridproteine mittels der Plasmide pBT und pTRG überexprimiert und auf 
potentielle Interaktionen getestet (für Proteinsequenzen s. Plasmidliste).  
In Abb. 4.17 sind die Ergebnisse der in vivo-Studien dargestellt (sämtliche 
Rohdaten sind im Anhang 4 dieser Arbeit zu finden). Während die PPI zwischen den 
ganzen DgcO- und DgcM-Proteinen von ähnlicher Intensität war, zeigten ihre 
einzelnen Domänen eine hohe Variabilität der Interaktionsstärke. Die Ergebnisse der 
in vitro Interaktionsstudien zwischen den ganzen DgcO- und DgcM-Proteinen sind 
im weiteren Kapitel beschrieben. 
 
4.3.6 In vitro-Interaktionsstudien mit DgcO und DgcM  
 
Für in vitro-Interaktionsstudien mit den DGC DgcO- und DgcM wurden Strep-
tag-markiertes DgcO- und His-tag-markiertes DgcM-Proteinen mit Hilfe des 
pETDuet1 Plasmids überexprimiert, gereinigt und im Pull-Down-Assay eingesetzt (s. 
Plasmidliste und Methoden). Wie die Abb. 4.18 (A) veranschaulicht, konnte auch 
biochemisch eine Interaktion zwischen DgcO und DgcM gezeigt werden. Dieses 
Resultat bestätigt die im früheren Verlauf dieser Arbeit beschriebe Interaktion ihrer 
GGDEF-Domänen im Rahmen des Homo- und Heterodimerbildung-Screenings   (s. 
Abb. 4.8 A und 4.16). Darüber hinaus wird die Möglichkeit der Interaktion zwischen 
DgcO und DgcM nur aufgrund der Proteinsequenzähnlichkeit und anschliessender 
Dimerisierung ihrer GGDEF-Domänen ausgeschlossen. Dieses potentielle falsch-
positive Ergebniss könnte aus der Abb. 4.8 B vermutet werden, da laut 
phylogenetischer Analysen die Proteinsequenz der GGDEF-Domäne von DgcO sich 
von denjenigen aus DgcM ableitet.  
Ob das Strep-tag-markierte DgcO-Protein eine enzymatisch relevante Faltung 
bei den in vitro-Interaktionsstudien angenommen hat, konnte durch eine 
phänotypische Studie überprüft werden. Strep-DgcO erwies sich als ein aktives 
Enzym, welches die Biofilmbildung in vivo förderte (s. Anhang 5 dieser Arbeit).  
 Der geplante Diguanylatzyklase-Aktivitätsassay von DgcM in Anwesenheit 
von DgcO sollte unter aeroben Bedingungen stattfinden. Unter diesen Bedingungen 
sind sowohl DgcO als auch DgcM enzymatisch aktiv [Kitanishi et al., 2010; 
Lindenberg et al., 2013; Tuckerman et al., 2009]. Das heisst, in der Zelle sind DgcM 
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und DgcO gleichzeitig aktiv. Um das Experiment allerdings durchführen zu können, 
war es notwendig, eine inaktive DgcO-Form anzuwenden, damit die c-di-GMP-
Produktion nur durch DgcM erfolgt. Dafür wurde die A-site von DgcO mutiert (für 
Proteinsequenzen s. Plasmidliste) und ebenfalls mit Hilfe des Plasmids pETDuet1 
überexprimiert und gereinigt. Wie die Abb. 4.18 (B) zeigt, war eine in vitro-
Interaktion zwischen DgcM- und inaktivem DgcO-Protein ebenfalls zu sehen. 
 
 
Abb. 4.18: In vitro-Interaktion zwischen DgcM und DgcO. Das gereinigte His-tag-markierte DgcM-
Protein (45 kDa) wurde an die Ni-NTA-Sepharose gebunden und mit dem gereinigten aktiven (A) 
oder inaktiven (B) Strep-tag-markierten DgcO (54 kDa) inkubiert. Nach der Elution des DgcM-
Proteins wurde sein Interaktionspartner co-eluiert und durch einen Immunoblot mittels Anti-His-tag- 
sowie Anti-Strep-tag-Antikörper wurden beide Proteine detektiert (s. Methoden). Als Kontrolle diente 
das gereinigte Strep-tag-markierte DgcO-Protein.  
 
4.3.7 Kann DgcO die Diguanylatzyklase-Aktivität von DgcM hemmen? 
 
Nachdem die in vitro-Interaktion zwischen DgcM- und inaktivem DgcO-
Protein nachgewiesen wurde, konnte getestet werden, ob enzymatische Funktion 
von DgcM durch DgcO gehemmt wird. Dafür wurde die DGC-Aktivität von DgcM 
mittels Dünnschichtchromatografie nach Christen et al., 2005 überprüft. Das als 
Substrat zugegebene GTP wurde an der α-Phosphat-Position durch das radioaktive 
Isotop P33 markiert, damit das Endprodukt als c-di-[P33]GMP detektiert werden 
konnte (s. Methoden). Als Kontrolle dienten das Rindeserumalbumin (BSA), welches 
keine spezifische Wechselwirkung mit DgcM eingeht, und aufgereinigtes PleD*-
Protein, welches die konstitutiv aktive Form der DGC PleD darstellt [Paul et al., 
2004]. Wie in der Abb. 4.19 erkennbar ist, wird die enzymatische Aktivität von DgcM 
durch anwesende DgcO nicht beeinträchtigt. Die Anwesenheit von DgcO hatte 
keinen Einfluss auf das durch die DGC DgcM synthetisierte c-di-[P33]GMP.  Dieser 
Befund bedeutet, dass die bisher beobachtende Reduzierung der Matrixsynthese in 
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der Biofilmbildung von Makrokolonien nicht durch eine enzymatische Hemmung 
der DgcM durch DgcO zu erklären ist. Nichtsdestotrotz konnten interessante 
Wechselwirkungen zwischen den beiden Proteinen in der Biofilmbildung beobachtet 
werden, wie das nächste Kapitel zeigt.  
 
 
Abb. 4.19: Die in vitro Diguanylatzyklase-Aktivität von DgcM in Anwesenheit von DgcO. Das 
gereinigte DgcM-Protein (0,5 µM) wurde entweder mit enzymatisch inaktivem DgcO (0,5 µM) oder 
mit BSA (0,5 µM) in Anwesenheit von 83 nM radioaktiv-markiertem GTP (P33GTP, 3000 Ci/mmol) bei 
30°C inkubiert. Nach einer Stunde wurden die Ansätze mittels Dünnschichtchromatographie 
analysiert. Die Detektion erfolgte durch Phosphoimaging. Als Kontrolle diente das konstitutiv aktive 
PleD*-Protein [Paul et al., 2004].  
 
4.3.8 Wechselwirkungen zwischen DgcM und DgcO bei der Biofilmbildung  
 
Obwohl keine offensichtliche enzymatische Hemmung der DGC DgcM durch 
DgcO festgestellt werden konnte, interagieren beide Proteine miteinander. Eine 
phänotypische Studie der Makrokolonien sollte potentielle Wechselwirkungen 
zwischen den beiden DGC aufdecken. Dafür wurden die aktiven und inaktiven 
Formen von DgcO und DgcM mittels pCAB18cat beziehungsweise pRH800 in der 
∆dgcE ∆dgcM ∆dgcO-Dreifachmutante gleichzeitig überexprimiert. Die enzymatisch 
inaktive Form von DgcM ist immer noch in der Lage, die Curlibildung anzuregen, 
indem sie MlrA aktiviert [Lindenberg et al., 2013]. Somit zeigt DgcM eine biologische 
Aktivität, welche unabhängig von ihrer enzymatischen Funktion ist. Die inaktive 
Form von DgcM sollte daher ebenfalls mitgetestet werden, um einen potentiellen 
Einfluss von DgcO auf diese biologische Aktivität zu untersuchen. Die Ergebnisse 
der Untersuchungen sind in der Abb. 4.20 dargestellt. Der weisse flache 
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Ausgangsphänotyp der ∆dgcE ∆dgcM ∆dgcO-Dreifachmutante blieb in Anwesenheit 
nur der inaktiven Form von DgcO (pDgcOGGDAF) erwartungsgemäss unverändert. 
Das enzymatisch aktive DgcO-Protein verursachte eine voraussagbare erhöhte 
Biofilmmatrixproduktion, was durch rote Verfärbung der Makrokolonie deutlicht 
erkennbar war. Wenn die aktive Form von DgcM allein überexprimiert wurde, 
steigerte sie ebenfalls die Matrixsynthese. Die Expression des enzymatisch inaktiven 
DgcM-Proteins (pDgcMGGAAF) führte auch zu einer erhöhten Matrixproduktion, was 
in Lindenberg et al., 2013 mit Hilfe der Transkriptionsmessungen der csgB::lacZ-
Genfusion ebenfalls dokumentiert wurde (s. oben). Offensichtlich ist die 
Proteinkonformation der DgcM durch die Inaktivierung des enzymatisch aktiven 
Zenrums (A-site) nicht beeinträchtigt, so dass DgcMGGDAF weiterhin MlrA binden 
und dadurch die csgD-Transkription im Rahmen des lokalen c-di-GMP-Moduls 
stimulieren konnte.  
 
Abb. 4.20: Das Zusammenspiel der DgcO- und DgcM-Proteine bei der Biofilmbildung der ∆dgcE 
∆dgcM ∆dgcO-Dreifachmutante. Die Makrokolonien des E. coli-Stamms K-12 AR3110 und seinen 
Derivaten entstanden bei 28°C und fünftägiger Inkubation auf Kongorot-, IPTG-, Ampicillin- und 
Chloramphenicol-haltigen LBnoS-Agarplatten. Das DgcO-Protein sowie sein Derivat wurde mit Hilfe 
des Plasmids pCAB18cat exprimiert. Das DgcM-Protein sowie sein Derivat wurden mit Hilfe des 
Plasmids pRH800 exprimiert.  
 
Eine gleichzeitige Überexpression der DgcO- und DgcM-Proteine in allen 
weiteren Kombinationen hatte eine erhöhte Biofilmbildung in der ∆dgcE ∆dgcM 
∆dgcO-Dreifachmutante zur Folge. Bemerkenswert war allerdings eine leichte 
Reduzierung der Matrixproduktion, wenn die Kombination pDgcMGGAAF und 
pDgcOGGDAF getestet wurde. Eine ähnliche Beobachtung (wenn die inaktive DgcO-
Variante überexprimiert wurde) wurde bereits im Kapitel 4.3.3 beschrieben. Dies 
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spricht dafür, dass DgcO womöglich nicht die enzymatische Aktivität von DgcM, 
sondern ihre Bindung an MlrA hemmen könnte. 
 
4.3.9 Beeinträchtigt DgcO die Expression der Cellulosekomponenten-Gene yhjR, 
bcsQ und bcsA?  
 
Irrtümlicherweise haben Tuckerman et al., 2009 eine direkte PPI zwischen der 
DGC DgcO und der PDE PdeO vermutet. Dies wurde in dieser Arbeit nicht bestätigt 
(s. Abb. 4.2) und in Tuckerman et al., 2011 ebenfalls widerlegt. Dafür konnten die 
Autoren ein lokales Modul nachweisen, welches aus DgcO, PdeO und ihrem 
Effektorprotein Polynukleotid-Phosphorylase (PNPase) besteht. Dabei binden zwar 
DgcO und PdeO nicht direkt an der PNPase, ihre Sauerstoff-abhängigen 
enzymatischen Aktivitäten spielen jedoch eine wichtige Rolle bei der Regulation der 
RNA-Prozessierung im RNA-Degradosom, da die Exonuklease-Aktivität der PNPase 
durch c-di-GMP aktiviert wird (s. Kapitel 1.3.5). 
Ein möglicher Wirkungsmechanismus von DgcO auf den Celluloseumsatz 
könnte also durch ihren stimulierenden Einfluss auf die „Lebensdauer“ der mRNA 
von Cellulosesynthese-relevanten Genen verlaufen. Somit könnte womöglich ihre 
post-transkriptionale Regulation geschienen. Potentielle Kandidaten dafür könnten 
die Gene des yhjR-bcsQABZC-Operons sein (s. Kapitel 1.1.2).   
In dieser Arbeit wurden die potentielle Cellulose-relevante Zielgene yhjR, 
bcsQ und bcsA gewählt, wessen Transkripte einer möglichen post-transkriptionalen 
Regulation durch den DgcO/PdeO/PNPase-Komplex unterliegen könnten. Die beste 
Testmethode wäre dafür die Durchführung eines Northernblots, in welchem die 
mRNA-Mengen der gewählten Gene in Ab- und Anwesenheit des DgcO-Proteins 
untersucht werden könnten. Ein grosses technisches Problem stellen allerdings dabei 
die Expressionshöhe und Menge der Transkripte dar: während die mRNA von 
beispielsweise csgD in hohen Konzentrationen vorliegt [Mika et al., 2012] (da Curli-
Proteine ganzflächig auf der Zelloberfläche gemacht werden), bleibt beispielsweise 
die Menge der bcsA-mRNA undetektierbar gering, da der Cellulosesynthese-Apparat 
höchstwahrscheinlich nur an wenigen Stellen lokalisiert ist [Richter, 2016]. Dafür 
spricht auch die Expression des bcsA-Gens, welche sehr gering ist [Richter, 2016]. 
Daher werden in dieser Arbeit Expressionsintensitäten der transkriptionalen lacZ-
Ergebnisse 
	 129	
Genfusionen von yhjR-, bcsQ- und bcsA-Genen in Abwesenheit von DgcO, PdeO 
sowie DgcE und DgcM untersucht. Dafür wurden lacZ-Reportergenfusionen aus 
Richter, 2016 verwendet. Wie aus der Abb. 4.21 ersichtlich ist, bleiben in allen drei 
Konstrukten die nativen intergenetischen Regionen sowie das 5‘-Ende des bcsE-Gens 
erhalten. Dadurch bleibt der Promoter des bcs-Operons intakt. Der Einzelnukleotid-
Polymorphismus des bcsQ-Gens wurde behoben. Daher spiegeln die Genfusionen 
den Genotyp des E. coli-Stamms AR3110 wider. Das native für die ß-Galaktosidase 
kodierende lacZ-Gen wurde im Chromosom deletiert, so dass die beobachtete ß-
Galaktosidase-Aktivität der als Einzelkopie vorliegenden Genfusionen über ihre 
Expression aussagt. 
	
Abb. 4.21: Konstruktion von yhjR::lacZ-, bcsQ::lacZ- und bcsA::lacZ-Reportergenfusionen.	 Die 
Reportergen-fusionen sind schematisch und nicht massstabstreu dargestellt. Oben ist die 
chromosomale Lage des Operons und unten sind die entsprechenden Konstrukte abgebildet. Die 
yhjR::lacZ-Fusion umfasst die intergenetische Region zwischen bcsE und yhjR (406 bp) sowie die ersten 
27 bp nach dem Startkodon von yhjR; die bcsQ::lacZ-Fusion - die intergenetische Region zwischen bcsE 
und yhjR, den kompletten yhiR-Leseraster sowie die ersten 54 bp nach dem Startkodon von yhjR; die 
bcsA::lacZ-Fusion - die intergenetische Region zwischen bcsE und yhjR, die kompletten yhiR- und bcsQ-
Leseraster sowie die ersten 30 bp nach dem Startkodon von bcsA. Der Leserahmen des lacZ-Gens ist 
blau markiert. Der Einzelnukleotid-Polymorphismus des bcsQ-Gens ist rot markiert [übernommen aus 
Richter, 2016].  
	
Die Makrokolonien der Stämme mit lacZ-Reportergenfusionen und 
Deletionsmutanten-Kombinationen wurden nach sechstägiger Inkubation bei 28°C 
auf X-Gal-haltigen LBnoS-Agarplatten fotografiert. Wie die Abb. 4.22 präsentiert, 
kann aus der unterschiedlich starken Blaufärbung der Makrokolonien die 
Expressionsintensität abgeleitet werden. Im Gegensatz zu den übrigen Mutanten ist 
in den unterschiedlich grossen Kolonien (grossflächige wt, dgcO- sowie pdeO-
Einzelmutanten) die Biofilmbildung nicht reduziert .  
So zeigte die yhjR::lacZ-Fusion die stärkste Genexpression, welche durch 
Deletionen der dgcE-, dgcM, dgcO- und pdeO-Gene nicht beeinflusst wurde. Die 
Expression der yhjR::lacZ-Fusion ist auch in Flüssigkultur ebenfalls am stärksten 
[Richter, 2016]. Außerdem wird yhjR im Gegensatz zu bcsQ und bcsA ganzflächig 
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exprimiert. Das heisst, obwohl die Expression der yhjR::lacZ-Fusion durch RpoS in 
der stationären Wachstumsphase hochreguliert wird [Richter, 2016] und somit eine 
kräftige blaue Farbe im „ältesten“ Kolonieteil zu erwarten wäre (wie im Fall von den 
bcsQ:: und bcsA::lacZ-Fusionen), produzieren Zellen in der Heterogenitätszone (s. 
Abb. 1.1) ebenfalls das YhjR-Protein, während in den schnell wachsenden Zellen am 
Kolonierand keine yhjR-Expression stattfindet und die Zellen bleiben weiss (wie 
auch in den Stämmen mit den bcsQ:: und bcsA::lacZ-Fusionen). Eine potentielle post-
transkriptionale Regulation soll der Grund dafür sein, denn yhjR liegt zusammen mit 
bcsQ und bcsA im selben Operon und seine Expression wird durch denselben 
Promoter angetrieben, wodurch eine vergleichbare Expressionsintensität zu 
vermuten wäre.  
 
 
Abb. 4.22: Beeinflussen die  DgcO- und PdeO-Proteine die Expression von yhjR, bcsQ und bcsA? 
Die Makrokolonien des E. coli-Stamms K-12 AR3110 und seinen Derivaten mit entsprechenden 





Die Expression der bcsQ::lacZ-Fusion wurde ebenfalls durch verschiedene 
Deletionen nicht beeinflusst, während in den Stämmen mit der bcsA::lacZ-Fusion eine 
Reduzierung ihrer Expression in der ∆dgcM ∆dgcO-Doppelmutante und ∆dgcE 
∆dgcM ∆dgcO-Dreifachmutante im Vergleich zu den Ausgangsstämmen der ∆dgcM-
Einzelmutante und ∆dgcE ∆dgcM-Doppelmutante deutlich zu sehen war 
(„verblassende“ Kolonien). Dieser Effekt trat bereits nach einer zweitätigen 
Inkubation der Makrokolonien auf (s. Anhang 6 dieser Arbeit).  
Zusammenfassend kann ausgesagt werden, dass das bcsA-Gen als Kandidat 
für eine potentielle post-transkriptionale Regulation durch DgcO (womöglich im 
Rahmen des DgcO/PdeO/PNPase-Moduls) fungiert. 
 
4.3.10 Celluloseumsatz-stimulierende Effekte von DgcO sind PNPase-unabhängig  
 
Die Sauerstoff-sensitiven DGC DgcO und PDE PdeO zusammen mit dem 
Effektorprotein PNPase wurden als Mitglieder des DgcO/PdeO/PNPase-Moduls in 
Tuckerman et al., 2011 beschrieben. In diesem lokalen Modul findet die RNA-
Prozessierung im RNA-Degradosom, einem Ribonukteotid-Protein-Komplex, in 
Abhängigkeit von der Sauerstoff-Verfügbarkeit statt.  
Im Laufe dieser Arbeit wurden interessante durch DgcO ausgelöste 
Cellulosemetabolismus-stimulierende Effekte auf die Biofilmbildung der 
Makrokolonien beobachtet (s. Kapitel 4.3.3). Ob diese Effekte direkt über das 
Effektorprotein PNPase vermittelt werden, sollen die phänotypischen Studien der 
Makrokolonien zeigen. Dafür wurde zuerst das pnp-Gen in dem Cellulose-positiven 
AR3110 Stamm deletiert. Dabei wurde berücksichtigt, dass eine Deletion des 
kompletten pnp-Leseraster die Vitalität der Zellen stark beeinträchtigt [Mohanty and 
Kushner, 2003]. Um zusätzliche polare Effekte der pnp-Mutation auf die 
naheliegenden Gene rpsO (stromaufwärts) und nlpI (stromabfwärts) zu vermeiden, 
wurden 135 Nukleotide am 3‘-Ende des pnp-Gens sowie 6 Nukleotide an seinem 5‘-
Ende nativ erhalten (s. Primerliste). Danach wurde eine Reihe von sekundären 
Mutationen eingefügt und die resultierenden Stämme wurden bei 28°C fünf Tage 
inkubiert. 
Die Abb. 4.23 präsentiert die Makrokolonien des ∆pnp-Stammes und seiner 
Derivaten. Wie bereits oben beschrieben, wird durch eine verminderte Vitalität der 
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PNPase-defizienten Zellen auch die Biofilmbilding beeinflusst. Der natürliche RNA-
Umsatz ist durch das Fehlen des pnp-Gens beeinträchtigt, was einen pleiotropen 
Effekt auf die Koloniemorphologie hat: der Biofilm wird unvollständig ausgebildet. 
Nichtsdestotrotz wird eine rötliche Verfärbung der Kolonien detektiert, was über 
eine immer noch stattfindende Curli/Cellulose-Restsynthese aussagt.  
Das alleinige Fehlen der DgcO- oder PdeO-Proteine hat keinen Einfluss auf 
die Biofilmbildung der ∆pnp-Einzelmutante. Während in der ∆dgcE-Einzelmutante 
des AR3110-Stammes die Matrixsynthese nur reduziert ist (s. Abb. 4.10), fehlt sie 
bemerkenswerterweise komplett in der ∆dgcE ∆pnp-Doppelmutante. Diese 
Beobachtung weist darauf hin, dass die c-di-GMP-bindende Exonuklease PNPase 
direkt an den biofilmbildenden Prozessen teilnimmt und ihre Aktivität durch den 
globalen c-di-GMP-Spiegel reguliert wird, da in der ∆pnp-Einzelmutante die 
Biofilmbildung erfolgt. Das komplizierte Netzwerk der kleinen nicht kodierenden 
sRNA (RprA, OmrA, OmrB und anderen) mit ihren „Angriffspunkten“ an der dgcM- 
und csgD-mRNA ist offensichtlich dabei ebenfalls betroffen [Mika and Hengge, 
2014]. So zeigte beispielsweise die ∆pnp-Einzelmutante eine verminderte csgD-
Expression in S. enterica [Rouf et al., 2011]. 
 
 
Abb. 4.23: Der Einfluss von DgcO und PdeO auf den Cellulosemetabolismus bei der 
Biofilmbildung ist PNPase-unabhängig. Die Makrokolonien des E. coli-Stamms K-12 AR3110 sowie 
die seiner Derivate entstanden bei 28°C und fünftägiger Inkubation auf Kongorot-haltigen LBnoS-
Agarplatten. Alle abgebildeten Makrokolonien haben den genetischen Hintergrund einer ∆pnp-




Während die Matrixproduktion in der ∆dgcE-Einzelmutante, ∆dgcE ∆dgcO-
Doppelmutante sowie ∆dgcE ∆dgcM ∆dgcO-Dreifachmutante fehlt, ist sie 
interessanterweise in der ∆dgcM-Einzelmutante und den ∆dgcE ∆dgcM- wie ∆dgcM 
∆dgcO-Doppelmutanten nur reduziert (in allen Stämmen fehlt selbsverständlich auch 
die PNPase). Die beobachtete Verfärbung sagt über die stattfindende Cellulose-
Synthese in diesen Mutanten aus. Außerdem bewirkt das gleichzeitige Fehlen der 
dgcE- und dgcM-Gene den Phänotyp der ∆dgcM-Einzelmutante. Das heisst, wenn der 
globale c-di-GMP-Produzent DgcE und die PNPase fehlen, sinkt der c-di-GMP-
Spiegel und biofilmbildende Vorgänge sind so stark betroffen, dass keine Curli- und 
Cellulose-Synthese mehr stattfindet. Bei Abwesenheit der Curli-Produktion-
stimulierenden DGC DgcM und der PNPase nimmt die lokale c-di-GMP-
Konzentration ab. Eine Cellulose-Restproduktion ist jedoch immer noch zu sehen, da 
die DGC DgcE vorhanden ist. Fehlen gleichzeitig DgcE und DgcM, wird immer noch 
Cellulosesynthese in der ∆pnp-Einzelmutante beobachtet. Das spricht erstens dafür, 
dass DgcO als eine alternative Cellulosesynthese-stimulierende DGC aktiv bleibt und 
ihre eigene mRNA durch PNPase nicht abgebaut wird (denn in Ab- sowie in 
Anwesenheit von PNPase erfolgt weiterhin die Cellulosesynthese). Zweitens 
bedeuten die Ergebnisse, dass obwohl DgcO in einem lokalen Modul mit PdeO und 
PNPase gekoppelt zu sein scheint, erstreckt sich ihre Cellulosesynthese-
stimulierende Wirkung weit über die PNPase hinaus und ist PNPase-unabhängig. 
Andererseits muss DgcO c-di-GMP produzieren, damit die Cellulose-Synthese 
erfolgt (s. Kapitel 4.3.3).  
In dieser Arbeit wurden alle phänotypischen Experimente bei 28°C 
durchgeführt, da der verwendete E. coli-Stamm unter diesen Bedingungen Biofilme 
bildet. Aufgrund der Tatsache, dass die Exonuklease PNPase an der Kälteschock-
Regulation des RNA-Umsatzes beteiligt ist [Yamanaka and Inouye, 2001], könnten 
zukünftige Experimente zeigen, ob die Cellulosesynthese-fördernden Effekte von 
DgcO mit und ohne die PNPase bei einer Inkubationstemperatur von 15°C weiterhin 
bestehen.  
Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass DgcO eindeutig 
zur Cellulosesynthese beiträgt. Allerdings konnte der genaue Wirkungs-
mechanismus nicht aufgedeckt werden. Wenn die gesammelten Beobachtungen 
darauf hinweisen, dass die Regulationsstufe von DgcO entweder stromabwärts oder 
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auf derselben Stufe bezüglich der DGC DgcM verlaufen soll, könnte die PDE PdeR 
als ein potentieller Interaktionspartner von DgcO ebenfalls untersucht werden, da 
laut den Daten aus den PPI DgcO und PdeR miteinander interagieren. 
 
4.4 PdeR als die Schlüssel-Phosphodiesterase bei der Curli-Produktion 
	
In der Regulationskaskade der Biofilmbildung durch E. coli befindet sich das 
Trigger-Enzym PdeR stromaufwärts bezüglich des Curli-Masterregulators CsgD 
sowie des Cellulose-regulierenden lokalen Proteinmoduls DgcC/PdeK/BcsB (s. Abb. 
1.7). Außer dem bereits beschriebenen Interaktionspartner von PdeR, der DGC 
DgcM, wurden in dieser Arbeit drei alternative PdeR-bindende Proteine DgcE, DgcO 
und DgcN identifiziert (s. Kapitel 4.1.4). Es wäre denkbar, dass eine Regulation der 
Biofilmbildung durch DgcO oder/und DgcN (oder anderen GGDEF/EAL-
Domänen-haltigen Proteinen) stromabwärts oder auf derselben Stufe hinsichtlich 
PdeR vorhanden sein könnte. So zeigt zum Beispiel die Deletion des dgcC-Gens einen 
stark ausgeprägten Phänotyp in dem AR3110-Wildtyptamm: eine Minderung der 
Kolonienstruktur durch fehlende Cellulosesynthese [Richter, 2016].   
Um diese Hypohese zu testen, wurden in den ∆pdeR-Einzelmutanten der 
W3110- und AR3110-Stämme sekundäre Mutationen jeweiliger 29 GGDEF/EAL-
Domänen-haltigen Proteine eingefügt. Kolonien der Doppelmutante wurden bei 
28°C fünf Tage lang inkubiert und fotografiert.  
In der Abb. 4.30 sind Makrokolonien der Doppelmutanten des W3110-
Stammes abgebildet. Mit Ausnahme von der ∆pdeR ∆dgcM-Doppelmutante wiesen 
alle Stämme den Phänotyp der ∆pdeR-Einzelmutante auf (aufgrund zu feuchter 
Agarplatten sind die erhöhte Ringstruktur der ∆pdeR-Einzelmutante wie in Richter, 
2016 schlecht zu erkennen). Interessanterweise wurde bei der ∆dgcE ∆dgcM ∆pdeR-
Dreichfachmutante ebenfalls der Phänotyp der ∆pdeR-Einzelmutante beobachtet (s. 
Abb. 4.10). Wenn DgcM nicht vorhanden ist, sollte die Aktivierung der csgD-
Expression gestört sein und keine Curli gebildet werden. Wenn allerdings auch die 
PDE PdeR gleichzeitig fehlt, findet über die basale mlrA-Expression doch Curli-
Synthese statt. Durch das Fehlen von PdeR steigt die c-di-GMP-Konzentration an 
und es gibt offensichtlich keine andere PDE, welche den c-di-GMP-Spiegel in der 
∆pdeR ∆dgcM-Doppelmutante runter regulieren könnte. Das heisst, PdeR ist 
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tatsächlich die einzige PDE, die als Schlüssel-Enzym die Curli-Synthese im Rahmen 
des DgcM/PdeR/MlrA-Moduls hochspezifisch kontrolliert. 
 
 
Abb. 4.24: Einfluss der GGDEF/EAL-Domänen-haltigen Proteine auf die Biofilmbildung der 
∆pdeR-Mutante im E. coli-Stamm K-12 W3110. Die Makrokolonien entstanden bei 28°C und 
fünftägiger Inkubation auf Kongorot-haltigen LBnoS-Agarplatten. Gene, die für GGDEF- und EAL-
Domänen-haltige Proteine kodieren, sind rot beziehungsweise blau gekennzeichnet. Gene, die für 
Proteine mit degenerierten GGDEF/EAL-Domänen kodieren, sind grau markiert. 
 
Wie die Abb. 4.25 zeigt, wurde eine ähnliche Situation bei den Makrokolonien 
des AR3110-Stammes beobachtet: hier führte das Fehlen nur von den DgcM- und 
DgcC-Proteinen zu einer Reduzierung der Matrixsynthese (kleinere strukturreichere 
Kolonien) in der ∆pdeR-Einzelmutante. Die Expression des dgcC-Gens ist durch RpoS 
positiv reguliert [Sommerfeldt et al., 2009]. Gleichzeitig ist die dgcC-Expression durch 
den Curli-Masterregulator CsrD stimuliert, welcher seinerseits durch DgcM (über 
MlrA und PdeR) aktiviert wird (s. Abb. 1.7). Dies bedeutet, dass PdeR zwar indirekt 
die dgcC-Expression beeinflusst, die DGC DgcC wirkt erwartungsgemäss 
stromabwärts bezüglich PdeR und hochspezifisch bei der Cellulosesynthese. Alle 
restlichen Makrokolonien sind grossflächig und strukturarm, wie auch die ∆pdeR-
Einzelmutante. Ebenso wurde bei der ∆dgcE ∆dgcM ∆pdeR-Dreichfachmutante der 
Phänotyp der ∆pdeR-Einzelmutante beobachtet (s. Abb. 4.10).  
Diese Ergebnisse lassen die Schlussfolgerung zu, dass wenn eine Regulation 
der Biofilmbildung durch noch nicht charakterisierte GGDEF/EAL-Domänen-haltige 
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Proteine (außer DgcE, DgcM und DgcC) verlaufen sollte, ihr Beitrag unter den 
getesteten Bedingungen stromaufwärts bezüglich PdeR stattfindet. 
 
 
Abb. 4.25: Einfluss der GGDEF/EAL-Domänen-haltigen Proteine auf die Biofilmbildung der 
∆pdeR-Mutante im E. coli-Stamm K-12 AR3110. Die Makrokolonien entstanden bei 28°C und 
fünftägiger Inkubation auf Kongorot-haltigen LBnoS-Agarplatten. Gene, die für GGDEF- und EAL-
Domänen-haltige Proteine kodieren, sind rot beziehungsweise blau gekennzeichnet. Gene, die für 
Proteine mit degenerierten GGDEF/EAL-Domänen kodieren, sind grau markiert. 
 
 
4.5 C-di-GMP-Kontrolle und Biofilmbildung unter anaeroben Bedingungen  
 
Unter aeroben Bedingungen zeigen nur wenige GGDEF/EAL-Domänen-
haltige Proteine eine Wirkung auf die Phänotypen der W3110- und AR3110-
Einzelmutanten [Richter, 2016]. Das heisst, nur wenige von ihnen sind unter diesen 
Bedingungen aktiv an der Biofilmbildung beteiligt. Sensor-Domänen der 
GGDEF/EAL-Domänen-haltige Proteine können regulatorische Funktionen erfüllen, 
in dem sie Außensignale wahrnehmen und weiterleiten können, wodurch die 
enzymatische Aktivität der GGDEF/EAL-Domänen aktiviert oder stillgelegt wird (s. 
Kapitel 1.3). Einige dieser Sensor-Domänen können Sauerstoff binden.  
Ob GGDEF/EAL-Domänen-haltige Proteine einer Sauerstoff-abhängigen 
Regulation unterliegen, sollen phänotypische Studien der Einzelmutanten der 
W3110- und AR3110-Stämme unter anaeroben Bedingungen zeigen. Dafür wurden 
Ergebnisse 
	 137	
Einzelmutanten auf Kongorot-haltigen LBnoS-Agarplatten unter einer Atmosphäre, 
die zu 99,9% aus Stickstoff bestand, bei 28°C sieben Tage lang inkubiert.  
In der Abb. 4.26 sind die Ergebnisse der phänotypischen Studie der Cellulose-
negativen W3110-Einzelmutanten präsentiert. Die Makrokolonien der Einzel-
mutanten zeigten eine schwache Biofilmbildung: Makrokolonien sind strukturfrei 
und blass. Die blaue Farbe des Hintergrunds wird nicht durch die Fermentation der 
Bakterien hervorgerufen (das Kongorot wird ab pH 6.5 bis 5 blau, was auf die 
gemischte Säuregärung hindeuten). Die Aufnahmen der Makrokolonien erfolgten 
mit einer schwarzen Unterlage, um die „Blassheit“ der Kolonien visuell deutlicher 
darzustellen. Mit Ausnahme von DgcM und CsrD, zeigten keine anderen 
GGDEF/EAL-Domänen-haltigen Proteine eine signifikante Wirkung auf den 
Kolonien-Phänotyp. In den ∆dgcM- und ∆csrD-Einzelmutanten wurde eine etwas 
dunklere Verfärbung der Makrokolonien beobachtet (für ∆dgcM s. auch Abb. 4.28). 
Interessanterweise wurde dieser Phänotyp der ∆dgcM-Einzelmutante bei dem 
Cellulose-positiven AR3110-Stamm nicht festgestellt (Abb. 4.27; für ∆dgcM s. auch 
Abb. 4.29).  
 
 
Abb. 4.26: Einfluss der GGDEF/EAL-Domänen-haltigen Proteine auf die Biofilmbildung des E. 
coli-Stamms K-12 W3110 unter anaerober Kultivierung. Die Makrokolonien des Ausgangsstamms 
und seinen Derivaten entstanden bei 28°C und siebentägiger Inkubation auf Kongorot-haltigen 
LBnoS-Agarplatten in einer Atmosphäre, die zu 99,9% aus Stickstoff bestand. Gene, die für GGDEF- 
und EAL-Domänen-haltige Proteine kodieren, sind rosa beziehungsweise blau gekennzeichnet. Gene, 




Bis auf die ∆pdeK- und ∆csrD-Einzelmutante wiesen alle Einzelmutanten des 
AR3110-Stammes unter anaerober Kultivierung denselben Phänotypen mit 
schwacher Biofilmbildung auf. Das Fehlen der PDE PdeK hatte eine schwache 
Erhöhung der Farbeintensität der Kolonie zur Folge, was eine leicht erhöhte Curli- 
oder/und Cellulose-Produktion bedeutet. Die ∆csrD-Einzelmutante lieferte ebenfalls 
eine leicht dunklere Kolonie. Auch die Abwesenheit der PDE PdeF wies keine 
phänotypische Auswirkung bei den getesteten Stämmen.  
 
 
Abb. 4.27: Einfluss der GGDEF/EAL-Domänen-haltigen Proteine auf die Biofilmbildung des E. 
coli-Stamms K-12 AR3110 unter anaerober Kultivierung. Die Makrokolonien des Ausgangsstamms 
und seinen Derivaten entstanden bei 28°C und siebentägiger Inkubation auf Kongorot-haltigen 
LBnoS-Agarplatten in einer Atmosphäre, die zu 99,9% aus Stickstoff bestand. Gene, die für GGDEF- 
und EAL-Domänen-haltige Proteine kodieren, sind rosa beziehungsweise blau gekennzeichnet. Gene, 
die für Proteine mit degenerierten GGDEF/EAL-Domänen kodieren, sind grau markiert. 
 
 
Eine anaerobe Kultivierung der Dreifachmutanten-Stämme (ΔdgcE ΔdgcM-
Doppelmutanten mit jeweils einer zusätzlichen Mutation der Gene, welche für 
GGDEF/EAL-Domänen-haltigen Proteine kodieren) war ebenfalls von Interesse, da 
die enzymatische Hintergrundaktivität der Sensor-Domänen-haltigen Proteine durch 
diese Domänen reguliert werden könnte. Die Inkubation verlief unter einer 
Atmosphäre, die zu 99,9% aus Stickstoff bestand. 
Die phänotypischen Studien der Dreifachmutanten des E. coli-Stamms W3110 unter 
Sauerstoffentzug lieferten Hinweise darauf, dass die Biofilmbildung unter den 
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anaeroben Bedingungen schwach ausgeprägt ist (Makrokolonien sind blass, flach 
und strukturfrei, s. Abb. 4.28). Außerdem zeigten die GGDEF/EAL-Domänen-
haltigen Proteine, mit Ausnahme von DgcM, DgcC, DgcT und CsrD, keinen 
signifikanten Einfluss auf die Biofilmbildung der ΔdgcE ΔdgcM-Doppelmutante. Das 
Fehlen von DgcC- und DgcT-Proteinen hatte das Wachstum grösserer dunkler als die 
Kontrolle-Doppelmutante gefärbten Makrokolonien zur Folge. Die beobachteten 
farbigen Sektoren der ΔdgcE ΔdgcM-Doppelmutante sind aufgrund spontaner 
Mutationen und dominierenden Wachstums einzelner mutierter Bakterien innerhalb 
der Makrokolonie entstanden.  
 
 
Abb. 4.28: Einfluss der GGDEF/EAL-Domänen-haltigen Proteine auf die Biofilmbildung der ∆dgcE 
∆dgcM- Doppelmutante des E. coli-Stamms K-12 W3110 unter anaerober Kultivierung. Die 
Makrokolonien des Ausgangsstamms und seinen Derivaten entstanden bei 28°C und neuntägiger 
Inkubation auf Kongorot-haltigen LBnoS-Agarplatten in einer Atmosphäre, die zu 99,9% aus 
Stickstoff bestand. Gene, die für GGDEF- und EAL-Domänen-Proteine kodieren, sind rosa 
beziehungsweise blau gekennzeichnet. Gene, die für Proteine mit degenerierten GGDEF/EAL-
Domänen kodieren, sind grau markiert. 
 
Die anaerobe Kultivierung der Dreifachmutanten des E. coli-Stamms AR3110 
zeigte noch weniger Auswirkung der GGDEF/EAL-Domänen-haltigen Proteine auf 
den Biofilmphänotyp der ΔdgcE ΔdgcM-Doppelmutante (s. Abb. 4.29). Nur in 
Abwesenheit von DgcO- und CsrD-Proteinen wiesen die Makrokolonien eine 







Die Ergebnisse der anaeroben Kultivierung der Einzel- und Dreifachmutanten 
der W3110- und AR3110-Stämme lassen ableiten, dass (1) Biofilm-bildende Vorhänge 
unter Sauerstoffentzung stark reduziert sind; und (2) mit Ausnahme von DgcM, 
PdeK und CsrD keine anderen GGDEF/EAL-Domänen-haltigen Proteine einen 
signifikanten Einfluss auf die Biofilmbildung unter Sauerstoffentzug ausüben.  
 
 
Abb. 4.29: Einfluss der GGDEF/EAL-Domänen-haltigen Proteine auf die Biofilmbildung der ∆dgcE 
∆dgcM- Doppelmutante des E. coli K-12 AR3110-Stamms unter anaerober Kultivierung. Die 
Makrokolonien des Ausgangsstamms und seinen Derivaten entstanden bei 28°C und neuntägiger 
Inkubation auf Kongorot-haltigen LBnoS-Agarplatten in einer Atmosphäre, die zu 99,9% aus 
Stickstoff bestand. Gene, die für GGDEF- und EAL-Domänen-Proteine kodieren, sind rosa 
beziehungsweise blau gekennzeichnet. Gene, die für Proteine mit degenerierten GGDEF/EAL-
Domänen kodieren, sind grau markiert. 
 
4.6  Nutzung des Two-Hybrid-Systems zur Analyse einer regulatorischen 
Dimerisierung bei der PDE PdeC 
 
4.6.1 PdeC als eine CSS-Motiv-haltige Modell-Phosphodiesterase mit ihren 
intramolekularen Proteindomänen-Interaktionen  
 
Two-Hybrid-Systeme erlauben Untersuchungen nicht nur intermolekularer 
(also zwischen zwei Proteinen), sondern auch intramolekularer (zwischen den 






bedarf oft ihre Homodimerisierung [Phippen et al., 2014; Robert-Paganin, 2012; 
Sundriyal, 2014]. Der molekulare Mechanismus der Homodimerisierung des PdeC-
Proteins, einer CSS-Motiv-haltigen PDE, und der Aktivierung seiner enzymatischen 
Aktivität blieb allerdings unklar, wobei eine Dimerisierung der EAL-Domäne von 
PdeC als ihr Aktivierungsmechanismus vermutet wurde [Herbst und Hengge, 
unveröffentlicht]. In diesem Zusammenhang konnten die intramolekularen 
Wechselwirkungen unter den einzelnen Domänen auch mit Hilfe des anderen Two-
Hybrid-Systems BACTH, welches auf der in vivo-Rekonstitution der Adenylat-
zyklase CyaA aus Bordatella pertussis basiert [Karimova et al., 1998 und 2017], 
analysiert werden.  
Das Genom von E. coli kodiert für 13 EAL-Domänen-haltige Proteine. Viele 
von ihnen verfügen über regulatorische Sensor-Domänen, wie HAMP-, LuxR-, 
MASE-, oder PAS-Domänen (s. Tab. 1.3). Die fünf EAL-Domänen-haltigen Proteine 
PdeB, PdeC, PdeD, PdeG und PdeN lassen sich in eine besondere Gruppe einordnen: 
sie alle besitzen intakte EAL-Domänen, Transmembrandomänen sowie das 
hochkonservierte CSS-Aminosäurenmotiv in der periplasmatischen Proteinschlaufe 
[Hengge et al., 2015]. Das CSS-Motiv stellt das Potenzial einer Disulfidbindung 
zwischen den benachbarten Cystein-Resten (C) dar. Dadurch könnte womöglich eine 
Redoxreaktion-abhängige Regulation der enzymatischen Aktivität der C-terminalen 
cytoplasmatischen EAL-Domäne gewährleistet werden.  
Im Periplasma, einem oxidierenden Milieu mit Redox-Homeostasis, wird die 
korrekte funktionale Proteinfaltung durch das DsbA/DsbB-System, welches 
Elektrone von den periplasmatischen Proteinen unter Ausbildung der Disulfid-
bindungen „abzieht“ und in die Atmungskette ableiten, unterstützt [Itoh, 2008]. 
Außerdem befinden sich diverse Chaperone und Proteasen im Periplasma, wodurch 
bei fehlerhaft gefalteten Proteinen entweder die Fehlfaltung korrigiert oder abgebaut 
werden. In E. coli ist dafür vor allem DegP, ein Protein mit Chaperon- und Protease-
Aktivitäten, sowie DegQ, seinem Homolog, verantwortlich [Sawa et al., 2011]. 
PdeC, ein CSS-Motiv-haltiges Modellprotein, setzt sich aus zwei 
Membranhelices, einer periplasmatischen Proteinschlaufe mit dem CSS-Motiv und 
einer intakten cytoplasmatischen C-terminalen EAL-Domäne zusammen. PdeC 
konnte als eine aktive PDE identifiziert werden [Herbst und Hengge, 






CSS-Motiv eine inaktive PDE ist, während die ASS-Mutation die enzymatische 
Aktivität von PdeC stark fördert. Das heisst, dass unter normalen (oxidierenden) 
Bedingungen des Periplasmas PdeC als eine inaktive PDE vorliegt (Disulfid-Brücken 
entstehen, die CSS-Domäne ist im oxidierten Zustand) und bei reduzierenden (noch 
nicht genau identifizierten) Bedingungen (keine Disulfid-Brücken, denn durch die 
ASS-Mutation können keine Disulfid-Brücken gebaut werden) aktiv ist [Herbst und 
Hengge, unveröffentlicht].  
Im Rahmen dieser Arbeit sollten Wechselwirkungen zwischen den einzelnen 
Domänen des PdeC-Proteins analysiert werden, um den Mechanismus seiner 
Aktivierung aufzudecken und seine potentielle Abhängigkeit von den Redox-
reaktionen des Periplasmas zu untersuchen.  
Bei der Herstellung der PdeC-Konstrukte wurde die in silico-Vorhersage der 
hydrophoben Proteinbereiche sowie die „Positive inside“-Regel berücksichtigt. Die 
letzte besagt, dass cytoplasmatische Proteinbereiche – im Gegesatz zu 
periplasmatischen Bereichen - einen um vierfach höheren Anteil an positiv 
geladenen Aminosäuren aufweisen [von Heijne, 1989]. So konnte ausgesagt werden, 
dass die Topologe der Konstrukte dem nativen PdeC-Protein so nah wie möglich 
ähnelt. 
In der Abb. 4.30 sind die Ergebnisse der Interaktionsstudien zwischen PdeC 
und ihren separaten Domänen zu sehen. Die Wildtyp-Protein-Variante (PdeCwt) 
zeigte eine sehr schwache nicht signifikante Dimerisierung, während die konstitutiv 
reduzierte PdeCASS-Variante ohne Disulfidbindung des CSS-Motivs am stärksten 
dimerisierte (das CSS-Motiv gegen ASS ausgetauscht, für Proteinsequenzen s. 
Primer- und Plasmidliste). Diese Beobachtungen stimmen mit der beschriebenen 
PDE-Aktivität von PdeC überein: die PdeCASS-Variante ist enzymatisch sehr aktiv, 
während die PdeCwt-Variante keine Aktivität zeigt [Herbst und Hengge, 
unveröffentlicht].    
Interessanterweise interagierte die PdeCASS-Variante außerdem sowohl mit 
der PdeCwt-Variante als auch mit PdeCTM2+EAL-Variante, in welcher nur die zweite 
Transmembrandomäne (TM2) und die cytoplasmatische EAL-Domäne exprimiert 
wurden. Dies bedeutet, dass die Dimerisierung der PdeCASS-Variante offensichtlich 
über die zweite Transmembrandomäne geschieht, denn in allen interagierenden 






sehr stark dimerisieren, denn sie war in der Lage, die zweite Transmembrandomäne 
des PdeCwt-Konstrukts zu rekrutieren, obwohl in dem PdeCwt-Protein immer noch 
Disulfidbindungen und keine Konformationsänderungen stattfinden. Darüber 
hinaus besttätigen diese Befunde die korrekten Faltung und Membranintegration der 
TM2 des PdeCTM2+EAL-Konstrukts. 
Eine Homodimerisierung der PdeCTM2+EAL-Variante konnte nicht getestet 
werden, da ihre Überexpression für den Reporterstamm letal war. Die PdeCEAL-
Variante, in welcher nur die lösliche EAL-Domäne exprimiert werden, dimerisierte 
nicht. Dies ist ebenfalls einstimmig mit der fehlenden enzymatischen Aktivität der 
separaten EAL-Domäne [Herbst und Hengge, unveröffentlicht]. 
 
 
Abb. 4.30: Interaktionsstudien zur Dimerisierung von PdeC und seinen Proteindomänen. PPI 
zwischen dem vollständigen PdeC-Protein und/oder seinen einzelnen Domänen (Erläuterung im Text, 
für Proteinsequenzen s. Plasmidliste) wurden mit Hilfe des auf der Adenylatzyklase-Rekonstitution 
basierten Two-Hybrid-Systems (BACTH) in E. coli K-12 W3110 ∆cya bestimmt. Für die 
Proteinexpression wurden Plasmide pUT18 und pKNT25 (A) oder pUT18c und pKT25 (B) verwendet. 
Rote Verfärbung der Tropfkolonien bedeutet eine vorhandene Interaktion. Als Kontrolle diente eine 
Interaktion zwischen den Leucin-Zipper-Domänen aus Hefeprotein GCN4. 
 
Nach dem die zweite Transmembrandomäne des PdeC-Proteins als eine 
mögliche Dimerisierungsstelle genannt wurde, sollten weitere Interaktionsstudien 
diese Hypothese bestätigen. Unter Berücksichtigung des Leserasters und N- und C-
Endenorientierung wurde dafür in allen konstruierten Fusionsproteinen die native 
zweite Transmembrandomäne (TM2) gegen die zweite Transmembranhelix aus dem 
Transporterprotein LacY ersetzt (hier als TM2* genannt). LacY ist eine 






und als Lactose-Symporter dient. Seine zweite Transmembrandomäne wurde 
aufgrund ihrer topologischen Eigenschaften gewählt, welche ähnliche Länge und 
Membranposition aufweisen, wie die Abb. 4.31 mit den wichtigsten Aminosäuren-
sequenzen von PdeC und LacY verdeutlicht.  
 
 
Abb. 4.31: Aminosäurensequenzen von PdeC und den ersten Transmembrandomänen von LacY. 
Die erste (Q8 – A34) und zweite (L235 – I262) Transmembrandomänen aus PdeC sowie die erste (N8 – 
L34) und zweite (G46 – S67) Transmembrandomänen aus LacY sind grau markiert. Die zweite 
Transmembrandomäne aus PdeC wurde gegen die zweite Transmembrandomäne aus LacY 
ausgetauscht (Erläuterungen im Text). Die Sequenz der periplasmatischen Proteinschleife ist 
unterschtrichen. Cysteinreste (C) sind gelb hervorgehoben. Das CSS- und EAL-Motiv sind fett 
beziehungsweise rot gekennzeichnet. Basische und sauere Aminosäuren sind blau beziehungsweise 
rot markiert [nach Herbst und Hengge, unveröffentlicht]. 
 
Wie aus der Abb. 4.32 ersichtlich ist, führte der Austausch der nativen 
Transmembrandomäne zu dem kompletten Verlust der Interaktions- und 
Dimerisierungsfähigkeit zwischen den getesteten PdeC-Proteinvarianten. Nur im 
Fall des PdeCTM2*+EAL-Konstrukts wurde eine Homodimerisierung beobachtet. Da 
keine Interaktion zwischen den PdeCASS/TM2*-Konstrukten festgestellt wurde, heisst 
es, dass keine Homodimerisierung der TM2*-Domänen stattfindet, wenn sie durch 
eine periplasmatische Domäne richtig oder komplett in der Membran verankert sind. 
Es kann also davon ausgegangen werden, dass die Homodimerisierung der 
PdeCTM2*+EAL-Konstrukte ein Artefakt ist und offensichtlich ihre spontane, durch 
Hydrophobizität bedingte Oligomerisierung an Assoziationskolloiden (Mizellen) 
darstellt. Die Flexibilität der zweiten Transmembrandomäne des LacY-Proteins 
wurde in Bogdanov et al., 2008 bereits beobachtet.  
Die Ergebnisse der Interaktionsstudien lassen also die Aussage zu, dass die 
intermolekulare Dimerisierung zweier PdeC-Proteine tatsächlich über ihre zweite 






wie auch bei anderen PDE, ihre Dimerbildung voraus [Sundriyal et al., 2014]. 
 
 
Abb. 4.32: Ist die zweite Transmembrandomäne für Dimerisierung von PdeC entscheidend? PPI 
zwischen dem vollständigen PdeC-Protein und/oder seinen einzelnen Domänen mit jeweils 
ausgetauschten zweiten Transmembrandomäne TM2* aus LacY (Erläuterungen im Text) wurden mit 
Hilfe des auf der Adenylatzyklase-Rekonstitution basierten Two-Hybrid-Systems (BACTH) in E. coli 
K-12 W3110 ∆cya bestimmt. Für die Proteinexpression wurden Plasmide pUT18 und pKNT25 
verwendet. Verfärbung der Tropfkolonien bedeutet eine vorhandene Interaktion. Als Kontrolle diente 
eine Interaktion zwischen den Leucin-Zipper-Domänen aus Hefeprotein GCN4. 
 
Parallel zu Dimerisierungsvorgängen wurde die Proteolyse bei der PdeCASS-
Proteinvariante, jedoch nicht bei der PdeCwt-Proteinvariante festgestellt: dabei 
enststeht das PdeCTM2+EAL-Fragment [Herbst und Hengge, unveröffentlicht]. Das 
bedeutet, dass unter reduzierenden Bedingungen das PdeC-Protein prozessiert wird 
und als eine aktive PDE vorliegt. Unter Normalbedingungen (oxidierendes 
Periplasma-Milieu), findet keine Proteolyse mehr statt, die PdeC bleibt inaktiv und 
die c-di-GMP-Konzentration steigt vermutlich an.  
Die für die Prozessierung von PdeC verantwortlichen Proteasen sind DegP 
und DegQ [Herbst und Hengge, unveröffentlicht]. Es entstand die Frage, ob die 
beobachtete Proteolyse bei der Dimerisierung der PdeC eine Rolle spielt. Um diese 
Frage zu beantworten, wurde die Homodimerisierung der PdeCwt- und PdeCASS-
Proteinvarianten in der ∆cya ∆degQ ∆degP–Dreifachmutante überprüft.  
Wie aus der Abb. 4.33 abzulesen ist, fand auch bei Abwesenheit der Proteasen 
eine Homodimerisierung des PdeCASS-Fusionsproteins statt. Das heisst, PdeC 
dimerisiert unabhängig von proteolytischen Prozessen und nur unter 






Obwohl eine Homodimerbildung zwischen den PdeCwt-Konstrukten zu sehen 
war, gilt ihre qualitative Bewertung in dieser Interaktionsstudie als signifikant 
„schwach“, denn die Interaktion zwischen den PdeCASS-Konstrukten war wesentlich 
stärker. 
 
Abb. 4.33: Dimerisierung von PdeC ist degQ- und degP-unabhängig. PPI zwischen den nativen und 
mutierten PdeC-Proteinen (Erläuterung im Text, für Proteinsequenzen s. Plasmidliste) wurden mit 
Hilfe des auf der Adenylatzyklase-Rekonstitution basierten Two-Hybrid-Systems (BACTH) in E. coli 
K-12 W3110 ∆cya und ∆cya ∆degQ ∆degP (als graues Kästchen markiert) bestimmt. Für die 
Proteinexpression wurden die Plasmide pUT18 und pKNT25 verwendet. Eine Verfärbung der 
Tropfkolonien bedeutet eine vorhandene Interaktion.  
 
4.6.2 Homodimerisierung cytoplasmatischer Domänen von allen CSS-Motiv- und 
EAL-Domänen-haltigen Proteinen  
 
Als Voraussetzung der c-di-GMP-hydrolysierenden Aktivität der PDE dient 
oft ihre Dimerisierung [Robert-Paganin et al., 2012; Sundriyal et al., 2014]. Bei 
Membranproteinen kann das entweder über Membran- oder/und cytoplasmatische 
Proteindomäne geschehen. Obwohl bei PdeC als einer CSS-Motiv-haltigen Modell-
Phosphodiesterase die Homodimerisierung nicht über ihre cytoplasmatische EAL-
Domäne verläuft und diese Beobachtung auf weitere vier CSS-Motiv- und EAL-
Domänen-haltige Proteine extrapoliert werden könnte, zeigt das folgende Ergebniss 
dieser Arbeit jedoch das Gegenteil. 
Wie die Abb. 4.34 veranschaulicht, zeigen cytoplasmatische EAL-Domänen 
der CSS-Motiv-haltigen Proteine PdeB, PdeC, PdeD, PdeG und PdeN 
unterschiedliche Homodimerisierungseigenschaften. Während PdeB-, PdeC- und 
PdeN-Proteine keine Homodimerbildung ihrer EAL-Domänen aufweisen, 
dimerisieren PdeD und insbesondere PdeG stark über ihre cytoplasmatischen 
Proteinanteile. Interessanterweise wurde keine Dimerisierung zwischen den ganzen 
PdeD-Proteinen registriert [Richter, 2016]. Das weist auf eine besondere Rolle der  






Die Tatsache, dass PdeB, PdeC und PdeN keine Homodimerisierung ihrer 
EAL-Domänen aufweisen, bedeutet womöglich, dass diese Proteine ähnliche 
Regulationsmechanismen und/oder physiologische Funktionen teilen könnten. Wie 
im Kapitel 4.6.1 beschrieben, wird die enzymatische Aktivität des PdeC-Proteins 
durch Disulfidbindungen zwischen den Cystein-Resten des CSS-Motivs reguliert. 
Dabei dient seine periplasmatische Domäne als eine Sensordomäne, die Änderungen 
der Redoxreaktionen im Periplasma und folglich des Außenmilieus (beispielsweise 
Änderungen des pH-Wertes außerhalb der Zelle) wahrnehmen kann. Über die 
Regulation und Funktion anderer CSS-Motiv-haltiger Proteine ist noch nichts 
bekannt. Nichtsdestotrotz kann vermutet werden, dass das CSS-Motiv als eine 
Redox-abhängige intramolekulare Signal-übertragende und Enzymaktivitäts-
regulierende Domäne dienen könnte. 
 
 
Abb. 4.34: PPI zwischen den CSS-Motiv-haltigen Proteinen in E. coli K-12 W3110. Direkte 
Interaktionen zwischen den cytoplasmatischen EAL-Domänen (für Proteinsequenzen s. Plasmidliste) 
wurden mit Hilfe des BacterioMatch® II Two-Hybrid-Systems bestimmt. Die Interaktionswerte 
wurden auf die Interaktionsaktivität des Kontrollpaars RpoS (σS) und RssB [Becker et al., 1999] 
normalisiert (für Rohwerte s. Anhang 7). Proteinexpression fand mit Hilfe der Plasmide pBT und 
pTRG statt. 
 
Bei näherer Betrachtung der phylogenetischen Analysen der EAL-Domänen in 
Abb. 4.4, wird deutlich, dass PdeC und PdeB sich in ein Cluster eingruppieren lassen, 
während PdeN und PdeD ebenfalls in eine Gruppe mit erhöhter Sequenzähnlichkeit 
gehören. Das PdeG-Protein steht separat in der Abstammungs-analyse, was seine 

















5. Diskussion  
 
5.1 Die Biofilmbildung wird in E. coli durch eine Kerngruppe von miteinander 
interagierenden Diguanylatzyklasen und Phosphodiesterasen reguliert 
 
In einem E. coli-Biofilm, welcher eine Aggregation von Zellen mit einer 
komplexen Matrixarchitektur darstellt, ist eine klare physiologische Heterogenität zu 
beobachten: es gibt Zonen mit teilungsfähigen und Flagellen-besitzenden Bakterien 
und Zonen mit teilungsunfähigen und Biofilmmatrix-produzierenden Zellen [Serra 
and Hengge, 2014; Serra et al., 2015]. Die Entstehung der verschiedenen Zelltypen in 
dem Biofilm wird bei E. coli unter anderem durch steigende intrazelluläre 
Konzentrationen des Signalmoleküls c-di-GMP reguliert. Dies geschieht über zwei 
Regulationsmechanismen: zum einen werden die Aktivitäten der DGC DgcE und der 
PDE PdeH, welche den globalen zellulären c-di-GMP-Spiegel und somit die Motilität 
steuern, reguliert [Pesavento et al., 2008; Weber et al., 2006]. Zum anderen 
kontrollieren die DGC DgcM, die PDE PdeR und der Transkriptionsfaktor MlrA 
lokal und spezifisch die Genexpression des Curli-Masterregulators csgD, und somit 
die Synthese der Adhäsionsproteine für die Biofilmbildung [Lindenberg et al., 2013]. 
Darüber hinaus reguliert ein zusätzliches lokal wirkendes c-di-GMP-Modul, welches 
aus der DGC DgcC, der PDE PdeK und dem Effektorprotein BcsB besteht, die 
Cellulosesynthese [Richter, 2016].  
Die Multiplizität der Gene, welche für GGDEF/EAL-Domänen-haltige 
Proteine kodieren, löste die Frage aus, ob es andere lokal wirkende DGC/PDE-Paare 
gibt, welche in die spezifische Regulation der Biofilmbildung involviert sind. Um 
diese Frage zu beantworten, wurde in dieser Arbeit ein systematisches und 
umfangreiches „Bacterial Two Hybrid-Screening“ mit Hilfe des BacterioMatch® II 
Two-Hybrid-Systems und allen 29 GGDEF/EAL-Domänen-haltigen Proteinen 
durchgeführt. 
Erwähnenswert ist an dieser Stelle die verwendete Two-Hybrid-System-
Methodologie. Das BacterioMatch® II Two-Hybrid-System ist kommerziell zu 
erwerben und fungiert als eine gut etablierte, robuste genetische Standartmethode 
zur Bestimmung der binären in vivo-Proteinwechselwirkungen [Dove and 
Hochschild, 2004]. Two-Hybrid-Systeme werden bei Untersuchungen der Proteome 
und Interaktome sowohl in Prokaryonten als auch in Eukaryonten angewendet 
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[Serebriiskii et al., 2005]. Mit Hilfe dieser Testsysteme können grundsätzlich drei PPI-
Typen unterschieden werden: von starker, mittlerer und schwacher Intensität 
[Estojak et al., 1995]. Die in vivo-bestimmte Interaktionsstärke korreliert prinzipiell 
mit derjenigen aus einem in vitro-Verfahren, was über die Verlässigkeit der Two-
Hybrid-Systeme spricht [Estojak et al., 1995]. Nichtsdestotrotz können Two-Hybrid-
Systeme auch zum Teil falsch-positive Ergebnisse liefern: in solchen Fällen handelt 
sich um PPI, welche aufgrund zeitlicher (unterschiedliche Expressionszeiten) oder 
räumlicher Trennung (unterschiedliche Lokalisation in der Zelle) unter natürlichen 
Umständen in der natürlichen Zelle nicht vorkommen, unter künstlichen 
Bedingungen (gleichzeitige ektopische Überexpression) jedoch identifiziert werden. 
Solche Proteine können aber tatsächlich auch in natura interagieren. Die PPI haben 
aber keine physiologischen Funktionen und werden aufgrund der Methodik 
identifiziert [Levy et al., 2009]. Generell geht es in allen Two-Hybrid-Systemen um 
die Balance zwischen Sensitivität (Aktivierung des Reportergens als ein 
Ausgangssignal) und Selektivität (Wahrscheinlichkeit der falsch-positiven und 
falsch-negativen Ergebnisse) [Stynen et al., 2012]. Bei der Methodenwahl sollte daher 
ein Kompromiss gefunden werden.  
Viele der in dieser Arbeit untersuchten GGDEF/EAL-Domänen-haltigen 
Proteine teilen gemeinsame Eigenschaften, wie z.B. c-di-GMP-Bindefähigkeit, 
gemeinsame Lokalisation (im Cytoplasma) oder gleiche Expressionszeiten 
[Sommerfeldt et al., 2009]. Dies begünstigt die Verlässlichkeit der Ergebnisse des 
angewendeten Two-Hybrid-Systems und verringert das Risiko der falsch-positiven 
und falsch-negativen Ergebnisse [Stynen et al., 2012].  
Man beachte ebenfalls, dass die Stärke der Interaktionen zwischen 
Proteinpaaren nach dem Expressionsplasmidwechsel oft von verschiedener 
Intensität ist (s. z.B. Abb. 4.3 dieser Arbeit). Über eine ähnliche Beobachtung wurde 
in anderen Studien ebenfalls berichtet [Estojak et al., 1995].  Idealerweise würde man 
bei Two-Hybrid-Testsystemen eine gewisse Reziprozität erwarten, wenn die 
Interaktionsaktivität nach dem Plasmidwechsel die vergleichbaren Werte erreicht. 
Aufgrund der Tatsache, dass die Überexpressionsplasmide jedoch Hybridproteine 
liefern, welche sich durch ihre N-terminalen Fusionspartner unterscheiden, kommt 
es womöglich zu gewissen sterischen Effekten. Dadurch kann die Faltung und 
sekundäre Struktur eines Hybridproteins beeinflusst werden (wenn z.B. Proteine mit 
Diskussion 
	151	
Hilfe des Plasmids pBT überexprimiert) und sich von derjenigen unterscheiden, 
wenn das Hybridprotein mit Hilfe des Plasmids pTRG überexprimiert wird.  
Nichtsdestotrotz sind Two-Hybrid-Systeme für primäre Interaktionsstudien 
sehr gut geeignet. Um die Interaktionen zwischen Proteinen weiter zu unterstützen, 
könnten weitere biochemische oder biophysikalische Methoden, wie z.B. 
Affinitätschromatografie („pull-down“-Assays), eine nicht-invasive in vivo-Methode 
wie SPINE [Herzberg et al., 2007] oder auch Oberflächenplasmonen-
resonanzspektroskopie, FRET (Förster-Resonanzenergietransfer) sowie ITC 
(isothermale Titrationskalorimetrie) angewendet werden. Wie vorherige Studien 
berichten, so stimmen die Daten der in vivo-Analysen in vielen Fällen mit denjenigen 
der in vitro-Experimente überein, wobei eine gewisse, von vielen Faktoren abhängige 
Diskrepanz der Ergebnisse weiterhin besteht [Estojak et al., 1995]. Zeitlich bedingt 
konnten im Rahmen dieser Arbeit keine weiteren umfangreichen systematischen 
Methoden durchgeführt werden.  
Nach dem systematischen Screening der PPI zwischen allen 29 GGDEF/EAL-
Domänen-haltigen Proteinen unter Anwendung des oben beschriebenen Two-
Hybrid-Systems, konnte ein Anteil des biofilmbildungs-relevanten Interaktoms im 
Rahmen dieser Arbeit aufgedeckt und analysiert werden. Summa summarum hat sich 
dabei herauskristallisiert, dass offensichtlich keine zusätzlichen lokalen c-di-GMP-
Proteinpaare in der Biofilmregulationskaskade existieren. Vielmehr besteht der 
Kontrollmechanismus aus einer Kerngruppe von Enzymen, welche multiple 
Interaktionen mit anderen GGDEF/EAL-Domänen-haltigen Proteinen aufweisen. 
Interessanterweise sind die Enzyme dieser Kerngruppe (DgcE, DgcM, PdeR) direkt 
in die Regulation der Biofilmbildung involviert (s. Abb. 5.1). Ihre zentrale Position, 
geringe Anzahl und kurzen Verbindungswege bei der Informationsweiterleitung 
(hier Kontrolle des c-di-GMP-Spiegels) entsprechen den energetisch bevorzugten 
Organisationskriterien von PPI-Netzwerken [Yamada and Bork, 2009].  
Weitere Proteine mit multiplen PPI (z.B. DgcO, Kapitel 5.3 und PdeG) sind 
womöglich unter bestimmten Bedingungen in die Kerngruppe involviert, und 
könnten die Aktivitäten der Enzyme aus der Kerngruppe womöglich modulieren (s. 
Abb. 5.1). Da viele GGDEF/EAL-Domänen-haltige Proteine über Sensor-Domänen 
verfügen, könnten spezifische inter- und intrazelluläre Signale sowie der Einfluss der 
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Außenbedingungen die „freistehenden“ c-di-GMP-relevanten Proteine aktivieren 
und ihren justierenden Eingriff in die Biofilmbildungskaskade womöglich auslösen.  
 
   
Abb. 5.1 Die Kerngruppe der Enzyme der c-di-GMP-vermittelten Signaltransduktion in der 
Biofilmbildung. Ähnlich wie ein mechanischer Uhrenmechanismus mit seinen fein aufeinander 
abgestimmten Zahnrädern sind DgcE und PdeH, DgcM und PdeR sowie DgcC und PdeK die 
Hauptenzyme in der Biofilmbildung. Dabei steuern DgcE und PdeH den c-di-GMP-Spiegel auf 
globaler Ebene, während DgcM/PdeR und DgcC/PdeK die lokale Wirkung auf Curli- 
beziehungsweise Cellulosesynthese ausüben [Lindenberg et al., 2013; Pesavento et al., 2008; Richter, 
2016]. Das DgcO/PdeO/PNPase-Modul ist an dem RNA-Umsatz beteiligt [Tuckerman et al., 2009, 
2011]. Durch PPI mit anderen DGC/PDE könnte die Funktionsweise der Enzyme der Kerngruppe 
justiert werden. DGC und PDE sind rosa beziehungsweise blau dargestellt. Weiss sind die 
Effektorproteine gekennzeichnet. PPI zwischen ganzen Proteinen oder separaten GGDEF-Domänen 
sind als durchgehende, beziehungsweise gestrichelte Linien markiert, welche die Reziprozität der 
Ergebnisse darstellen.  
 
Andere GGDEF/EAL-Domänen-haltige Proteine, die wenig oder keine 
Interaktionspartner besitzen, befinden sich bezüglich der Hauptregulationsflüsse 
peripher und könnten ihre spezifische Funktion möglicherweise erst unter 
bestimmten Bedingungen erfüllen. Die GGDEF/EAL-Domänen-haltigen Proteine 
mit wenigen PPI könnten sich unter spezifischen Bedingungen in lokale Module 
organisieren. Diese potentiellen Kontrolleinheiten konnten im Rahmen dieser Arbeit 
nicht erfasst werden. Zum einen kann dies dadurch erklärt werden, dass generell nur 
ca. 30% des bestehenden Interaktoms mit einer Methode detektierbar sind [Braun et 
al., 2009]. Wie in einer Studie ebenfalls bestätigt, ist die Identifizierung der PPI von 
der Wahl des Reportersystems abhängig [Estojak et al., 1995; Stynen et al., 2012]. Zum 
anderen wurde die Suche nach PPI unter den Biofilmbildungs-relevanten 
Standartbedingungen (28°C) durchgeführt, wobei spezielle suboptimale (Stress-) 
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Konditionen das Interaktom zweifellos beeinflussen und seine Reorganisation 
hervorrufen können. Darüber hinaus könnte die Bindung des freiverfügbaren c-di-
GMP an GGDEF/EAL-Domänen-haltige Proteine zusätzlich ihre Aktivität 
beeinflussen. Die Expression der Gene, die für GGDEF/EAL-Domänen-haltige 
Proteine kodieren, wird allerdings durch die c-di-GMP-Konzentration nicht 
beeinflusst [Sarenko, 2011].  
Die DGC DgcE steuert den c-di-GMP-Spiegel auf globaler Ebene und 
stromaufwärts des Curli-Synthese kontrollierenden lokalen DgcM/PdeR/MlrA-
Moduls (s. Kapitel 1.4). Außerdem haben ΔdgcE-, ΔdgcM- sowie ΔpdeR-
Einzelmutationen den Haupteffekt auf die Biofilmbildung [Richter, 2016]. Der 
Wirkungsmechanismus des DgcM/PdeR/MlrA-Moduls wurde in Lindenberg et al., 
2013 ausführlich beschrieben.  
Die Tatsache, dass die DGC DgcE ihrerseits mehrere Interaktionspartner zu 
besitzen scheint, spricht dafür, dass ihr Beitrag im globalen c-di-GMP-Haushalt einer 
möglichen Modulierung unterliegen könnte. Außerdem interagiert die DGC mit der 
Trigger-PDE PdeR, wodurch möglicherweise eine direkte Kommunikation der 
globalen und lokalen Regulationsebenen bestehen könnte. Falls eine gegenseitige 
Inhibierung zwischen DgcE und PdeR bestehen sollte, würde dies zu der positiven 
Rückkopplungsschleife (s. Abb. 1.6) beitragen und die bistabilen Eigenschaften des 
Systems verstärken [Yousef et al., 2015].  
 Darüber hinaus lieferte diese Arbeit Hinweise darauf, dass die PDE PdeR 
neben den DGC DgcM und DgcE zwei zusätzliche Interaktionspartner, die DGC 
DgcN und DgcO, hat. Existiere eine inhibierende Wechselwirkung zwischen PdeR 
und DgcN, so würde dies bedeuten, dass dieses Ereignis die Inhibierung der 
Zellteilung unter Zellhüllstress betreffen könnte, da DgcN darin involviert ist [Kim 
and Harshey, 2016].  
Über die Cellulosesynthese-stimulierende Rolle von DgcO wird im Kapitel 5.3 
diskutiert. Falls eine inhibierende PPI zwischen PdeR und DgcO vorliegen sollte, 
würde dies die Matrixproduktion zusätzlich beeinflussen. Andererseits könnte ein 
solches Szenario auch den RNA-Umsatz bewirken (s. Abb. 5.1), denn DgcO ist als 
Mitglied des DgcO/PdeO/PNPase-Modul  an dem RNA-Metabolismus beteiligt ist 
[Tuckerman et al., 2009, 2011]. 
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Da DgcE, DgcN sowie DgcO über Sensor-Domänen verfügen [Hengge et al., 
2015], könnten bestimmte Signale ihre Aktivität steuern, wodurch die Aktivität der 
Trigger-PDE PdeR folglich ebenfalls betroffen werden könnte. 
 Zusammenfassend lässt sich sagen, dass das biofilmrelevante Regulations-
muster der PPI-Netzwerke zwischen den DGC und PDE identifiziert werden 
konnte. Unter den getesteten Bedingungen kommt es jedoch nur zu wenigen 
paarweise gekoppelten DGC/PDE-Wechselwirkungen. Vielmehr dominiert das 
Interaktionsmuster des Netzwerks von mehrfach untereinander interagierenden 
DGC und PDE (mit DgcE, DgcM und PdeR als zentralen Netwerkkomponenten) 
deren Funktion die Kontrolle der csgD-Expression ist. 
Somit sind die PPI-Netzwerke auch in der Biofilmbildung dynamisch und 
kommunikativ, wodurch eine hohe Anpassungsfähigkeit der Bakterien und ihren 
Biofilmen auch unter suboptimalen Umweltbedingungen garantiert wird. 
Darüber hinaus könnte die entstandene Karte des Interaktoms zwischen allen 
GGDEF/EAL-Domänen-haltigen Proteinen aus E. coli K-12 W3110 als ein Art 
„Nachschlagewerk“ dienen, welches für zukünftige Experimente von Bedeutung 
sein kann. 
  
5.2 Homo- und Heterodimerbildung der Diguanylatzyklasen: neue Regulations-
wege?  
 
Die Tatsache, dass DGC dimerisieren müssen, um katalytisch aktiv zu 
werden, ist mittlerweile ein Paradigma der c-di-GMP-Genese [Schirmer and Jenal, 
2009; Schirmer, 2016]. Die Bildung der Homodimere, der aus identischen 
Monomeren bestehenden aktiven Enzymen, wurde in mehreren Studien 
dokumentiert [Chan et al., 2004; Giardina et al., 2013; Paul et al., 2004; Zähringer et al., 
2013].  
Basierend auf den Beobachtungen in dieser Arbeit, dass die separate GGDEF-
Domäne der PDE PdeR Wechselwirkungen mit den GGDEF-Domänen anderer DGC 
zeigte (s. Abb. 4.7), wurde im Rahmen dieser Arbeit Homo- und aber auch Hetero-
dimerbildung zwischen GGDEF-Domänen von zwölf intakten und zwei 
degenerierten GGDEF-Domänen-haltigen Proteinen sowie von fünf EAL-Domänen-
haltigen Proteinen getestet.  
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Zehn der zwölf GGDEF-Domänen-haltigen Proteinen wiesen keine, 
beziehungsweise nur eine schwache Dimerisierung ihrer intakten GGDEF-Domänen 
auf (s. Abb. 4.8). Dies ist kein Paradox, sondern ein Beweis für den bereits gut 
untersuchten Aktivierungsmechanismus der DGC, welcher eine spezifische 
Kontrolle über die enzymatische Funktion von DGC ermöglicht (s. Kapitel 1.3.1). Die 
allosterische Regulation der DGC-Aktivität wird durch ihre Signal-wahrnehmende 
N-terminale Domänen getrieben: nach Erkennung eines spezifischen (Außen)signals 
tritt eine Konformationsänderung und Dimerisierung des Proteins auf.  
Obwohl die DGC DgcC beispielsweise keine Homodimerbildung ihrer 
cytoplasmatischen GGDEF-Domänen zeigte (s. Abb. 4.8), wird ihre enzymatische 
Aktivität durch die Dimerisierung der Membrandomänen gewährleistet [Richter, 
2016]. Es wurde bereits dokumentiert, dass die DGC DgcZ  ebenfalls mit Hilfe ihrer 
N-terminalen Domäne dimerisiert [Zähringer et al., 2013]. Im Einklang mit diesem 
Befund konnte im Rahmen dieser Arbeit keine Homodimerbildung der separaten 
GGDEF-Domänen von DgcZ nachgeweiesen werden. Eine ähnliche allosterische 
Regulation wurde bei der DGC DgcN aus P. aeruginosa beobachtet: ihre HAMP-
Domäne wird für die Dimerisierung und die katalytische Aktivität benötigt 
[Giardina et al., 2013]. Die enzymatische Aktivität des cytoplasmatischen 
Proteinanteils von DgcN aus E. coli konnte auch in dieser Arbeit in vivo nicht 
detektiert werden (s. Anhang 8). 
 Obwohl DgcE als eine aktive DGC mit ihrem Einfluss auf den globalen c-di-
GMP-Gehalt bereits bekannt ist [Pesavento et al., 2008; Weber et al., 2006] und eine 
Homodimerisierung zweifellos eingehen soll, wurde in dieser Arbeit mit Hilfe des 
Two-Hybrid-Systems keine Homodimerbildung ihrer GGDEF-Domänen  festgestellt. 
Dies spricht dafür, dass andere Proteindomänen wie z. B. PAS-, EAL- oder 
Membrandomänen die Dimerisierung von DgcE bestimmen könnten.  
Bei den DGC DgcM und DgcO konnte jedoch eine starke Homodimerbildung 
ihrer GGDEF-Domänen nachgewiesen werden (s. Abb. 4.8). Dieser Befund bedeutet, 
dass im Gegensatz zu den anderen GGDEF-Domänen-haltigen Proteinen, DgcM und 
DgcO ihre N-terminale Sensor-Domänen (PAS- beziehungsweise Globinsensor-
Domäne) nicht dazu benötigen, um Dimere zu bilden. Das heisst, dass der 
Aktivierungsmechanismus dieser DGC,  unabhängig von der Wahrnehmung der 
Außensignale, ablaufen kann. Die Sensor-Domänen könnten entweder eher 
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inhibierend auf die Zyklase-Aktivität wirken oder mit anderen Proteinen 
interagieren und dadurch womöglich einen Einfluss auf die Enzym-Funktion 
ausüben. Diese Aussage basiert auf den festgestellten PPI zwischen der GGDEF- und 
EAL-Domäne der PDE PdeR und der PAS-Domäne von DgcM sowie der 
Globinsensor-Domäne von DgcO (s. Abb. 4.7).  
Darüber hinaus wurde eine starke Dimerisierung der degenerierten GGDEF-
Domänen von PDE PdeK und PdeR beobachtet. Analysen der Strukturen und 
Funktionalität der EAL-Domänen-haltigen Proteine wie MorA und FimX aus P. 
aeruginosa sowie PdeL aus E. coli haben bereits beweisen, dass diese PDE als Dimere 
aktiv sind [Phippen et al., 2014; Robert-Paganin, 2012; Sundriyal, 2014]. Obwohl in 
den meisten bis jetzt beschriebenen Fällen eine Dimerisierung über die EAL-
Domänen verläuft, kann nicht ausgeschlossen werden, dass auch andere 
Proteindomänen dazu beitragen können, wie zum Beispiel die GGDEF-Domänen.  
Obwohl PdeR als PDE eine klare c-di-GMP-abbauende enzymatische Aktivität 
aufweist [Lindenberg et al., 2013], verfügt dieses Protein über eine intakte GTP-
bindende GGDEF-Domäne, die möglicherweise eine rudimentäre DGC-Aktivität 
aufweist [Lindenberg, 2013]. Diese Tatsache würde die Dimerisierung seiner 
GGDEF-Domänen erklären.  
Eine Homodimerisierung des ganzen PdeK-Proteins sowie seiner Trans-
membrandomänen wurde zwar bereits beobachtet [Richter, 2016], widerspricht 
jedoch nicht dem Befund, dass auch seine degenerierte GGDEF-Domäne zu der 
Dimerbildung beitragen könnte.  
Interessanterweise wurde für das PdeO-Protein beschrieben, dass sich seine 
Homodimerisierung mit Hilfe der EAL-Domäne ereignet [Yoshimura et al., 2003]. 
Diese Vermutung stimmt mit dem Befund dieser Arbeit überein, dass keine 
Homodimerbildung der GGDEF-Domänen von PdeO festgestellt wurde. 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde zum ersten Mal die Möglichkeit der Bildung 
von Heterodimeren der separaten GGDEF-Domänen demonstriert. Die stärksten PPI 
wurden zwischen den GGDEF-Domänen von PdeK und anderen multiplen Partnern 
(DgcE, DgcN, DgcO, DgcZ und PdeA) beobachtet. Dabei könnten die GGDEF-
Domänen der oben genannten Interaktionspartner eine dominierende Rolle bei 
Proteinwechselwirkungen spielen, da die Interaktionsaktivitäten der separaten 
GGDEF-Domänen deutlich höher war als diejenigen der ganzen Proteine (s. Abb. 4.2 
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und 4.8). Das Phänomen, das ganze Proteine nicht miteinander interagieren, jedoch 
aber ihre separaten Domänen, ist in den Studien, welche mit Hilfe Two-Hybrid-
Systemen durchgeführt werden, gut bekannt [Braun et al., 2009; Stynen et al., 2012]. 
Als anerkannte Erklärungen dieses Phänomens gelten sterische Effekte, welche dann 
auftreten können, wenn aus mehreren nativen Domänen bestehende Proteine 
getestet werden. Die intramolekularen Wechselwirkungen (also innerhalb eines 
Proteins) können gegenüber den intermolekularen Interaktionen (zwischen zwei 
Proteinen) überwiegen und Konformationsänderungen hervorrufen, wodurch die 
PPI zwischen zwei Proteinen nicht stattfinden und falsch-negative Ergebnisse 
geliefert werden. Ein prominentes Beispiel dafür ist die PPI zwischen der GGDEF-
Domäne von DgcM und der carboxyterminalen Domäne von MlrA: während 
separate Proteindomäne eine starke Bindung haben, zeigt das ganze DgcM-Protein, 
welches die aminoterminale PAS-Domäne besitzt, eine sehr schwache Interaktion mit 
der carboxyterminalen Domäne von MlrA und dem ganzen MlrA-Protein 
[Lindenberg et al., 2013; Lindenberg, 2013]. In ähnlicher Weise führt die Abwesenheit 
der PAS-Domäne von DgcM zu starken PPI zwischen der GGDEF-Domäne von 
DgcM und der EAL-Domäne der PDE PdeG, wobei das ganze DgcM-Protein eine 
sehr schwache Bindung mit der EAL-Domäne von PdeG eingeht [s. Anhang 9 dieser 
Arbeit]. Dies beweist eine wichtige regulierende Rolle der PAS-Domäne des DgcM-
Proteins, welche eine hohe biologische Relevanz in der Kontrolle der DGC-Aktivität 
von DgcM erfüllt [Lindenberg et al., 2013].  
Das PdeK-Protein ist eine aktive membranassoziierte PDE, welche bei der 
Cellulosesynthese eine Rolle spielt [Richter, 2016]. Somit könnten die potentiellen 
Interaktionspartner von PdeK (s. oben) womöglich einen Einfluss auf den Cellulose-
metabolismus ausüben.  
Darüber hinaus konnten starke PPI zwischen den GGDEF-Domänen von 
DgcM und DgcO beobachtet werden. Diese Interaktion konnte auch in vivo bestätigt 
werden. Die Bedeutung dieser Proteinwechselwirkung wird in Kapitel 5.3 diskutiert. 
Interessanterweise konnte eine Heterodimerbildung zwischen der intakten 
GGDEF-Domäne von DgcT und der degenerierten GGDEF-Domäne von CsrD 
aufgedeckt werden. CsrD inhibiert die Expression des dgcT-Gens indirekt über das 
mRNA-bindende CsrA-Protein und die kleinen RNAs CsrB und CsrD [Jonas et al., 
2008; Suzuki et al., 2006]. Möglicherweise verläuft die Kontrolle der DgcT-Menge 
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durch CsrD nicht nur auf der post-transkriptionalen sondern zusätzlich auf der post-
translationalen Ebene. 
Das CdgI-Protein verfügt über eine degenerierte GGDEF-Domäne, welche 
multiple PPI mit anderen GGDEF-Domänen aufweist (s. Abb. 4.8). CdgI ist unter 
Standartlaborbedingungen nicht exprimiert [Sommerfeldt et al., 2009] und seine 
Überproduktion ist toxisch (s. Kapitel 4.1.1). Der Befund, dass CgdI c-di-GMP bindet 
[Wilke and Hengge, unveröffentlicht], lässt über seine biofilmbildungs-relevante 
Rolle in dem Kernnetzwerk der DGC und PDE vermuten (s. Abb. 5.1). So könnte 
CdgI beispielsweise die enzymatische Aktivität seiner Partner unter spezifischen 
Bedingungen regulieren und selbst einem Einfluss von c-di-GMP unterliegen, was 
komplizierte Regulationsschleifen erzeugen könnte. 
Zusammenfassend lässt sich festzustellen, dass sowohl eine Homo- als auch 
Heterodimerisierung der einzelnen GGDEF-Domänen in E. coli möglich ist. Während 
eine Homodimerisierung der DGC zu erwarten ist, könnte ihre Heterodimerisierung 
auf interessante neuartige Regulationsmechanismen der DGC hinweisen. Die 
Dimerisierungsformen können eventuell zu den bestehenden PPI beitragen. Darüber 
hinaus wäre auch eine Oligomerisierung der GGDEF-Domänen-haltigen Proteine 
über ihre anderen Domänen vorstellbar. Dadurch kann eine regulatorische Rolle auf 
einer anderen Ebene des Biofilmbildung-relevanten Interaktoms nicht 
ausgeschlossen werden [Ryjenkov et al., 2005]. Anlehnend an die Ergebnisse dieser 
Arbeit können neue „Spuren“der DGC-Regulation verfolgt und weiter detailliert 
untersucht werden.  
Die Ergebnisse dieser Arbeit können auch als „Nachschlagewerk“ für 
zukünftige Experimente dienen, wie z. B. für einen DGC-Aktivitätsassay, in dem die 
Homodimerisierung eines gereinigten DGC-Proteins die Vorraussetzung für seine 
enzymatische Aktivität ist. Abhängig davon, ob eine Homodimerisierung der 
cytoplasmatischen Proteinanteile laut Abb. 4.8 bereits möglich ist oder nicht, kann 
eine Entscheidung über die Testmethoden und  -bedingungen getroffen werden. Im 
Sinne der praktischen Anwendungen heisst es, entweder eine konventionelle 
Proteinaufreinigung (lösliches Protein) oder eine Proteinaufreinigung und 
Aktivitätsassay-Durchführung mittels Einbaus membrangebundener Proteine in 




5.3 Die Diguanylatzyklase DgcO trägt zur Cellulosesynthese in der 
Biofilmbildung bei 
 
Die DGC DgcE und DgcM sind die c-di-GMP-Quellen mit Hauptfunktionen in 
der Biofilmbildung. Bei ihrer Abwesenheit wird die Biofilmmatrixproduktion 
nämlich stark reduziert [Richter, 2016]. In dieser Arbeit wurde klargestellt, ob eine 
Hintergrundaktivität anderer GGDEF/EAL-Domänen-haltiger Proteine bei 
Abwesenheit der dominierenden Enzym-Aktivitäten von DgcE und DgcM zum 
Vorschein kommt.  
Während die Mehrheit der GGDEF/EAL-Domänen-haltigen Proteine in 
Abwesenheit von DgcE und DgcM keine Effekte auf die Biofilmbildung zeigen, 
konnte eine sich auf den Cellulosemetabolismus fördernd auswirkende Aktivität der 
DGC DgcO und PDE PdeK aufgedeckt werden, wie die Abb. 5.2 veranschaulicht.  
  
 
Abb. 5.2  „Tischlampen“-Hypothese der Hintergrundaktivität von DgcO und PdeK in Abwesenheit 
von DgcE und DgcM. A: Das Tischlampenlicht wird durch das Licht der Sonne überstrahlt und ist 
daher nicht zu erkennen. Die Wirkungen von DgcE (als die den globalen c-di-GMP-Spiegel 
bestimmende „Sonne“ dargestellt) und DgcM (als Tischlampe mit spezifischem und lokalem Einfluss 
auf die Curli-Synthese verkörpert) addieren sich und verursachen den Wildtyp-Phänotyp. B: Bei 
fehlendem Sonnenlicht (dgcE-Deletion) wird das Licht der Tischlampe sichtbar. Die spezifische 
Wirkung von DgcO und PdeK (als kleinere Tischlampe mit “X“ markiert) wird durch die DgcM-
Aktivität weiterhin „überstrahlt“. C: Erst nach der dgcM-Deletion kommt die Cellulosesynthese-
stimulierende Hintergrundaktivität von DgcO und PdeK  „ans Licht“. 
 
Die Frage, warum keine Cellulosesynthese in der ΔdgcE ΔdgcM ΔdgcO- oder in 
der ΔdgcE ΔdgcM ΔpdeK-Dreifachmutante stattfindet (s. Abb. 4.10), obwohl das dgcC-
Gen vorhanden ist, kann wie folgend beantwortet werden: die dgcC-Expression wird 
durch den Curli-Masterregulator CsrD stimuliert, welcher seinerseits durch DgcM 
(über MlrA) aktiviert wird (s. Abb. 1.8). Fehlt DgcM, findet keine dgcC-Expression 
statt. Das heißt, dass die Expression des dgcC-Gens in der ∆dgcE ∆dgcM-
Doppelmutante stark verringert ist und die DgcC-Proteinmengen nicht ausreichen, 
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um eine vollständige Cellulose-Produktion anzutreiben. Dies diente generell als 
Vorraussetzung dafür, dass Cellulosesynthese-stimulierende Effekte von DgcO und 
PdeK aufgrund der Hintergrundaktivität der letzteren eindeutig identifiziert werden 
konnten. 
Die Tatsache, dass keine Cellulosesynthese in der ΔdgcE ΔdgcM ΔpdeK-
Dreifachmutante stattfindet, obwohl das dgcO-Gen im Chromosom immer noch 
vorhanden ist, ist einer der hochinteressanten Befunde dieser Arbeit. Anlehnend auf 
die Beobachtung, dass DgcO mit PdeK stark interagiert (sowohl als ganzes Protein 
als auch ihre einzelnen Domänen, s. Abb. 4.2 und 4.8), lässt sich folgende Hypothese 
aufstellen. Durch geringe Proteinmengen von DgcC findet keine ausreichende 
Cellulosesynthese statt. Da in dem lokalen DgcC/PdeK/BcsB-Modul [Richter, 2016] 
aber eine aktive DGC für den Aufbau des c-di-GMP-Gradienten und die damit 
zusammenhängende Aktivierung des BcsB-Proteins gebraucht wird, könnte es sein, 
dass PdeK das DgcO-Protein durch PPI als eine alternative DGC und somit die 
fehlende enzymatische Aktivität von DgcC durch diejenige von DgcO ersetzt wird. 
Dadurch kann ein lokaler c-di-GMP-Gradient wieder aufgebaut werden und eine 
Aktivierung der BcsB- und BcsA-Proteine stattfinden. Um diese Hypothese zu 
überprüfen, sollten zukünftige Interaktionsstudien zwischen DgcO, BcsB und BcsA 
durchgeführt werden. 
Im Celullose-positiven E. coli-Stamm TOB1, einem Fäkalien-Isolat, wurde eine 
Cellulose-Synthese fördernde Wirkung durch überexprimiertes DgcO-Protein 
beobachtet [Mendez-Ortiz et al., 2006; Zogaj et al., 2001]. Diese Studie bestätigt den 
Befund der Arbeit, wobei ein direkter genetischer Beweis des Cellulose-Produktion 
stimulierenden Einflusses von DgcO in dieser Arbeit gezeigt wurde. 
Im E. coli-Stamm 1094 konnte ein alternativer, CsgD-unabhängiger Weg der 
Cellulosesynthese-Regulation gezeigt werden, welcher über die DGC DgcQ verläuft 
[Da Re and Ghigo, 2006]. In der genannten Studie wurde auch vermutet, dass 
zusätzliche DGC an den Regulationsmechanismen in anderen E. coli-Stämmen 
teilnehmen könnten. Somit kann DgcO als DGC fungieren, die die Cellulose-
Produktion im E. coli-Stamm AR3110 stimuliert. Die Funktion des DgcO-Proteins als 
eine DGC und der Aktivierungsmechanismus ihrer Sauerstoff-sensitiven Globin-
Sensor-Domäne wurden bereits in den vorhergehenden Studien ausführlich 
beschrieben [Anzenbacher et al., 2014; Kitanishi et al., 2010; Tuckerman et al., 2011]. 
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Der Cellulosemetabolismus-stimulierende Wirkungsmechanismus von DgcO 
wurde in dieser Arbeit genauer untersucht. Es konnte festgestellt werden, dass DgcO 
katalytisch aktiv sein muss, um die Cellulosesynthese zu stimulieren. Eine leicht 
stimulierende Wirkung auf die Expression des bcsA-Gens, welches für eine 
Glycosyltransferase kodiert (s. Kapitel 1.1.2), konnte bei Überexpression des dgcO-
Gens beobachtet werden. Diese Beobachtung spricht dafür, dass eine mögliche post-
transkriptionale Modulation der bcsA-mRNA durch das DgcO-Protein erfolgen kann 
(keine transkriptionale Regulation, da die yhjR::lacZ-Fusion, welche denselben 
Promoter teilt, nicht betroffen bleibt, s. Abb. 4.22). Da BcsA direkt an der 
Cellulosesynthese beteiligt ist, könnte die Regulierung ihrer mRNA einen 
„Angriffspunkt“ für DgcO darstellen und zu den in dieser Arbeit beobachteten 
Effekten von DgcO auf den Celluloseumsatz beitragen. Möglicherweise wird durch 
die Synthese von c-di-GMP im lokalen DgcO/PdeO/PNPase-Modul [Tuckerman et 
al., 2009 und 2011] die Aktivität der PNPase so reguliert, dass entweder die bcsA-
mRNA selbst einer Degradation entgeht oder kleine sRNA mit einer potentiellen 
inhibierenden Wirkung auf die bcsA-mRNA abgebaut werden. Bis jetzt wurden 
allerdings keine sRNAs identifiziert, welche die bcsA-mRNA als Ziel-mRNA binden. 
Ein ähnlicher Regulationsmechanismus der „Langlebigkeit“ einer mRNA und der 
regulierenden kleinen sRNAs wie OmrA, OmrB, RprA und McaS wurde 
beispielsweise für die csgD-mRNA beschrieben [Mika et al., 2012]. Außerdem wird 
durch die PNPase-Aktivität die Konzentration der kleinen nicht kodierenden sRNA 
wie MicA und RybB kontrolliert, die ihrerseits an der Regulation der Expression von 
Proteinen der Außenmembran beteiligt sind [Andrade et al., 2008]. Die positive 
Einwirkung von DgcO auf die bcsA-Expression sollte daher zusätzlich im Δpnp-
Hintergrund überprüft werden. 
Der die Cellulosesynthese stimulierende Einfluss von DgcO konnte allerdings 
als PNPase-unabhängig registriert werden, wie die phänotypischen Studien der 
Makrokolonien in dieser Arbeit zeigen. Wenn sich die Hypothese der Rekrutierung 
von DgcO durch PdeK in das lokale Cellulose-Modul (s. oben) bestätigen würde, 
hiesse es, dass die post-trankriptionale Einwirkung von DgcO auf BcsA eher (post)-
translational auf der lokalen Ebene verläuft.  
Darüber hinaus wurde in einer Studie über die Rekrutierung der PDE PdeG 
zum Degradosom berichtet [Regonesi et al., 2005]. Da DgcO mit PdeG ebenfalls 
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interagiert (s. Abb. 4.2), könnte ihre Regulation des Cellulosemetabolismus über 
Wechselwirkungen mit PdeG nicht ausgeschlossen sein. 
Ein anderer möglicher Regulationsweg des Celluloseumsatzes durch DgcO 
könnte beispielsweise über die Modulation der Funktion des DgcM/PdeR/MlrA-
Moduls so verlaufen, dass DgcO durch eine PPI die Aktivität von PdeR beeinflusst. 
Dafür sprechen multiple PPI zwischen den ganzen DgcO- und PdeR-Proteinen sowie 
ihren einzelnen Domänen (s. Abb. 4.2 und 4.8).  
Im Rahmen dieser Arbeit wurde zusätzlich der Zusammenhang zwischen 
DgcO und DgcM untersucht. Basierend auf dem Befund, dass DgcO und DgcM als 
ganze Proteine und als einzelne Domäne in vivo miteinander interagieren (s. Abb. 4.8 
und 4.17), wurden in vitro Studien ihrer PPI durchgeführt. Obwohl DgcM mit DgcO 
in vitro direkt interagiert (s. Abb. 4.18), konnte keine inhibierende Wirkung des 
letzteren Proteins auf die DGC-Aktivität von DgcM festgestellt werden, was die 
Reduzierung der Biofilmmatrix erklären könnte, welche bei der Überexpression des 
enzymatisch inaktiven DgcO-Proteins beobachtet wurde. Es wurde aber beobachtet, 
dass DgcO die Wechselwirkungen zwischen DgcM und MlrA womöglich verhindert 
(s. Kapitel 4.3.8), was eine leichte Reduzierung der Biofilmmatrix zur Folge hat. 
Möglicherweise sind PPI von DgcO und MlrA an DgcM kompetitiv und DgcO 
fungiert als ein Ko-Transkriptionsfaktor. Um diese Hypothese zu überprüfen, sollten 
kompetitive in vitro Studien („pull down“) mit DgcO, DgcM und MlrA durchgeführt 
werden.  
Die Daten dieser Arbeit liefern Hinweise auf interessante vielseitige 
Funktionen von DgcO in der Cellulosesynthese, welche aber in weiteren 
Untersuchungen im Detail geklärt werden müssen. 
 
5.4  Die CSS-Motiv-haltige Phosphodiesterase PdeC dimerisiert über die zweite 
Transmembrandomäne  
 
 Two-Hybrid-Systeme liefern Nachweise für nicht nur intermolekulare (also 
zwischen zwei Proteinen), sondern auch für intramolekulare PPI (zwischen den 
Domänen eines Proteins). In diesem Zusammenhang wurden im Rahmen dieser 
Arbeit die intramolekularen Wechselwirkungen unter den einzelnen Domänen der 
CSS-Motiv-haltigen Modell-PDE PdeC mit Hilfe des Two-Hybrid-Systems BACTH 
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[Karimova et al., 1998 und 2017] untersucht, um ihren Aktivierungsmechanismus zu 
verstehen. Dimerisierung EAL-Domäne–haltiger Proteine wird als wichtiger Schritt 
im Aktivierungsmechanismus ihrer enzymatischen Funktion gesehen [Phippen et al., 
2014; Robert-Paganin et al., 2012; Sundriyal, 2014]. Dabei können nicht nur die EAL-
Domänen, sondern auch andere Strukturdomänen einer PDE eine wichtige Rolle 
spielen [Christen et al., 2005; Hengge, 2011a; Pesavento and Hengge, 2010].  
E. coli verfügt über fünf PDE (PdeB, PdeC, PdeD, PdeG und PdeN) mit 
besonderen hoch konservierten CSS-Motiven in den periplasmatischen 
Proteinschleifen [Hengge et al., 2015]. Das CSS-Motiv ermöglicht eine Disulfid-
binding zwischen den benachbarten Cysteinresten und reguliert die enzymatische 
Aktivität der Modell-PDE PdeC in Abhängigkeit der Redoxreaktionen des 
Periplasmas: unter normalen (oxidierenden) Bedingungen des Periplasmas ist PdeC 
als eine PDE inaktiv und bei reduzierenden (noch nicht genau identifizierten) 
Bedingungen aktiv [Herbst und Hengge, unveröffentlicht]. Im Periplasma, einem 
oxidierenden Milieu mit Redox-Homöostase, wird die korrekte funktionale 
Proteinfaltung durch das DsbA/DsbB-System, welches Elektronen von den 
periplasmatischen Proteinen unter Ausbildung der Disulfidbindungen „abzieht“ und 
in die Atmungskette ableitet, unterstützt [Itoh, 2008].  
Die Ergebnisse der Interaktionsstudien zwischen den Domänen von PdeC 
lassen vermuten, dass Dimerisierung des PdeC-Proteins über ihre zweite Trans-
membrandomäne verläuft. Diese spezifische Dimerisierung findet unter den 
reduzierten Bedingungen, welche in normalerweise oxidierendem Periplasma-Milieu 
aufgrund noch nicht genau identifizierter Ereignisse auftreten, statt. Basierend auf 
dem Befund, dass PdeC unter reduzierenden Bedingungen enzymatisch aktiv wird 
[Herbst und Hengge, unveröffentlicht], heißt dies, dass die Dimerisierung der 
zweiten Transmembrandomäne den Aktivierungsmechanismus der PdeC darstellt. 
Anders ausgedrückt, beeinflussen strukturelle Perturbationen, welche durch das 
CSS-Motiv und die Disulfidbindungen ausglöst werden, die Dimerisierung und die 
PDE-Aktivität von PdeC auf eine inhibierende Weise: unter Normalbedingungen des 
Periplasmas kommt es offensichtlich durch die Disulfidbingung im CSS-Motiv zu 
gewissen Konformationsänderungen des PdeC-Proteins. Folglich finden dann auch 
keine Homodimerisierung und kein Abbau von c-di-GMP mehr statt. Dieser Befund 
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bestätigt die in der Literatur vertretene Ansicht, dass PDE dimerisieren müssen, um 
aktiv zu sein [Sundriyal, 2014].  
Im Periplasma befinden sich zusätzlich diverse Chaperone und Proteasen, 
wodurch bei fehlerhaft gefalteten Proteinen entweder ihre Fehlfaltung korrigiert 
wird oder die Proteine vollständig abgebaut werden. In E. coli ist dafür vor allem 
DegP, ein Protein mit Chaperon- und Protease-Aktivitäten, sowie DegQ, seinem 
Homolog, verantwortlich [Sawa et al., 2011]. DegP und DegQ sind auch für die 
Prozessierung von PdeC verantwortlich [Herbst und Hengge, unveröffentlicht]. 
Unter reduzierten Bedingungen des Periplasmas wird das PdeC-Protein prozessiert 
und liegt als eine aktive PDE vor (s. Abb. 5.3) [Herbst und Hengge, unveröffentlicht]. 
Unter oxidierenden (Normal)bedingungen des Periplasmas findet keine Proteolyse 
statt, PdeC bleibt inaktiv, c-di-GMP wird nicht abgebaut und kann wahrscheinlich 
akkumulieren [Herbst und Hengge, unveröffentlicht].  
 
 
Abb. 5.3: Proteolytische Vorgänge stimulieren die PDE-Aktivität von PdeC. Die Proteindomänen 
sind schematisch und nicht massstabtreu dargestellt. A: Das Wildtyprotein verfügt über eine CSS-
Motiv-haltige periplasmatische Schleife und ist unter oxidierenden Normalbedingungen des 
Periplasmas katalytisch inaktiv. B: Das prozessierte Protein dimerisiert über die zweite 
Transmembrandomäne und ist unter redizierten Bedingungen des Periplasmas katalytisch aktiv. C: 
Bei der fortgeschrittenen Proteolyse wird die cytoplasmatische EAL-Domäne membranfrei und zeigt 
keine enzymatische Aktivität.   
 
Im Rahmen dieser Arbeit konnte festgestellt werden, dass die PDE PdeC in 
Abwesenheit von DegP und DegQ unter oxidierenden (Normal)-Bedingungen des 
Periplasmas signifikant weniger dimerisiert als unter reduzierten Bedingungen. 
Diese Beobachtung weist darauf hin, dass der periplasmatische strukturelle 
Proteinanteil von PdeC (CSS-Motiv-haltige periplasmatische Proteinschleife) und die 
erste Transmembrandomäne eine inhibierende Rolle bei der Dimerisierung von 
PdeC spielen. Allerdings ist dies nur unter Normalbedingungen des Periplasmas der 
Fall, wenn Disulfid-Brücken in der periplasmatischen Schleife gebildet werden. 
Somit scheinen die CSS-Motiv-haltige Proteinschleife und die erste 
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Transmembrandomäne als inhibitorische Domänen zu fungieren, welche unter 
Disulfid-Brücken-Bindung womöglich korrekt und „kompakt“ gefaltet werden und 
die zweite Transmembrandomäne an der Dimerisierung hindern. Unter 
reduzierenden Bedingungen des Periplasmas findet keine Disulfid-Brücken-Bindung 
mehr statt, inhibitorische Domänen erfahren womöglich Konformationsänderungen, 
die zweite Transmembrandomäne wird „dimerisierungsfrei“ und PdeC wird als 
PDE aktiviert. 
Interessanterweise zeigten PPI-Studien mit den übrigen CSS-Motiv- und EAL-
Domänen-haltigen Proteinen, dass Transmembrandomänen nicht immer der 
Dimerisierung dienen. Während die löslichen separaten EAL-Domänen von PdeC, 
PdeB und PdeN nicht dimerisieren und offensichtlich einer Konformationsregulation 
durch ihre anderen Proteindomänen unterliegen, interagieren diejenigen von PdeD 
und PdeG selbstständig und benötigen dafür offensichtlich keine Membran- oder 
periplasmatischen Domänen (s. Abb. 4.38). Die Wahrnehmung der Redoxreaktionen 
des Periplasmas ist für die intramolekularen Wechselwirkungen von PdeD und 
PdeG möglicherweise nicht so entscheidend wie für die restlichen CSS-Motiv-
haltigen Proteine, was etwas über ihre Spezifität in der Signalwahrnehmung und -
weiterleitung aussagt. Andererseits könnte es sein, dass die CSS-Motiv-haltige 
Domäne von PdeD und PdeG (entweder im einen oder im anderen Zustand) ihre 
Dimerisierung verhindert und inaktivierend wirkt, wie im Fall von PdeC in 
Abwesenheit der Proteasen DegP und DegQ (s. oben). Bei den verschiedenen CSS-
Domänen-haltigen PDE ergeben sich somit offensichtlich verschiedene Varianten 
ihrer Aktivitätskontrolle. Weitere Untersuchungen sollten die Kenntnisse über die 
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Rohdaten zu den in vivo-Protein-Protein-Interaktionen zwischen den GGDEF/EAL-Domänen-
haltigen Proteinen in E. coli K-12 W3110. Direkte Interaktionen zwischen den vollständigen 
Proteinen oder ihren cytoplasmatischen Domänen (für Proteinsequenzen s. Plasmidliste) wurden mit 
Hilfe des BacterioMatch® II Two-Hybrid-Systems getestet (s. Methoden). Anzahl der 
koloniebildenden Einheiten (CFU) nach der eintägigen Inkubation auf nicht-selektiven Platten ist 
jeweils in A zu sehen, CFU-Anzahl nach der dreitägigen Inkubation auf selektiven Platten ist jeweils 
in B zu finden. Die daraus ermittelten prozentuellen Interaktionswerte (hier nicht gezeigt) wurden auf 
die Interaktionsaktivität des Kontrollpaars RpoS (σS) und RssB [Becker et al., 1999], welches bei 
sämtlichen Experimenten mitgetestet wurde, normalisiert (C). Beim Expressionsplasmidwechsel 
wurden alle Proteine mit EAL-Domänen und die Proteine mit degenerierten EAL-Domänen (RflP, 
CsrD und BluF) mittels pBT (jeweils dunkelgraue Balken) und pTRG (jeweils hellgraue Balken) 
Plasmide überexprimiert. Die Überexpression von DgcI und CdgI mittels pTRG war toxisch. Das 
GGDEF-Domänen-Protein DgcF stammt von E. coli K-12 55989, da eine Deletion in dem dgcF-Gen vom 
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Rohdaten zu den in vivo-Protein-Protein-Interaktionen zwischen den einzelnen GGDEF-Domänen 
in E. coli K-12 W3110. Direkte Interaktionen zwischen den GGDEF-Domänen (für Proteinsequenzen s. 
Plasmidliste) wurden mit Hilfe des BacterioMatch® II Two-Hybrid-Systems getestet (s. Methoden). 
Anzahl der koloniebildenden Einheiten (CFU) nach der eintägigen Inkubation auf nicht-selektiven 
Platten ist jeweils in A zu sehen, CFU-Anzahl nach der dreitägigen Inkubation auf selektiven Platten 
ist jeweils in B zu finden. Die daraus ermittelten prozentuellen Interaktionswerte (hier nicht gezeigt) 
wurden auf die Interaktionsaktivität des Kontrollpaars RpoS (σS) und RssB [Becker et al., 1999] 
normalisiert (C). Beim Expressionsplasmidwechsel wurde die jeweilige in dem Titel genannte 
GGDEF-Domäne mittels pBT (jeweils dunkelgraue Balken) und pTRG (jeweils hellgraue Balken) 
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Der Einfluss von DgcO und PdeO auf den Cellulosemetabolismus im E. coli-Stamm AR3110. Nach 
zweitägiger Inkubation auf Kalkofluor-haltigen LBnoS-Agarplatten bei 28°C wurden die entstandenen 








Rohdaten zu den in vivo-Protein-Protein-Interaktionen zwischen den DgcO- und DgcM-Proteinen 
sowie ihren einzelnen Domänen. Direkte Interaktionen zwischen den vollständigen Proteinen oder 
ihren einzelnen Domänen (für Proteinsequenzen s. Plasmidliste) wurden mit Hilfe des BacterioMatch® 
II Two-Hybrid-Systems bestimmt (s. Methoden). Anzahl der koloniebildenden Einheiten (CFU) nach 
der eintägigen Inkubation auf nicht-selektiven Platten ist in A zu sehen, CFU-Anzahl nach der 
dreitägigen Inkubation auf selektiven Platten ist in B zu finden. Die daraus ermittelten prozentuellen 
Interaktionswerte (hier nicht gezeigt) wurden auf die Interaktionsaktivität des Kontrollpaars RpoS 
(σS) und RssB [Becker et al., 1999] normalisiert (C). Proteinexpression von DgcM und seinen Domänen 
fand mittels sowohl pBT (jeweils dunkelgraue Balken) als auch pTRG (jeweils hellgraue Balken)  
Plasmide statt. GS – Globin-Sensor-Domäne. 
 
 




























Test auf in vivo-Funktionalität der überexprimierten DgcO-, DgcN und DgcP-Proteinen. Die 
Makrokolonien der ∆dgcE-Mutante des E. coli K-12 AR3110-Stamms enthielten das pT7 sowie 
pETDuet1 Plasmide (oder seine Derivate) und wurden nach fünftägiger Inkubation bei 28°C auf 
Kongorot-, IPTG-, Ampicillin- sowie Tetrazyklin-haltigen LBnoS-Agarplatten fotografiert. Das 
Plasmid pT7 kodiert für die T7 RNA Polymerase, welche die Genexpression mittels T7-Promoters des 







Beeinflüssen die  DgcO- und PdeO-Proteine die Expression von yhjR, bcsQ und bcsA? Die 
Makrokolonien des E. coli K-12 AR3110-Stamms und seinen Derivaten mit entsprechenden 






Rohdaten zu den in vivo-Protein-Protein-Interaktionen zwischen den CSS-Motiv-haltigen 
Proteinen in E. coli K-12 W3110. Direkte Interaktionen zwischen den cytoplasmatischen Domänen 
(für Proteinsequenzen s. Plasmidliste) wurden mit Hilfe des BacterioMatch® II Two-Hybrid-Systems 
bestimmt (s. Methoden). Anzahl der koloniebildenden Einheiten (CFU) nach der eintägigen 
Inkubation auf nicht-selektiven Platten ist in A zu sehen, CFU-Anzahl nach der dreitägigen 
Inkubation auf selektiven Platten ist in B zu finden. Die daraus ermittelten prozentuellen 
Interaktionswerte (hier nicht gezeigt) wurden auf die Interaktionsaktivität des Kontrollpaars RpoS 
(σS) und RssB [Becker et al., 1999] normalisiert (s. Abb. 4.34). Proteinexpression fand mittels pBT und 
























Die in vitro-Diguanylatzyklase-Aktivität von DgcN. Der gereinigte cytoplasmatische DgcN-
Proteinanteil (0,5 µM) wurde mit 83 nM radioaktiv-markiertem GTP (P33GTP, 3000 Ci/mmol) eine 
Stunde bei 30°C inkubiert und mittels Dünnschichtchromatographie aufgetrennt. Die Detektion 








Daten zu den in vivo-Protein-Protein-Interaktionen zwischen den einzelnen Proteindomänen von 
DgcM und PdeG. Direkte Interaktionen zwischen den cytoplasmatischen Domänen (für 
Proteinsequenzen s. Plasmidliste) wurden mit Hilfe des BacterioMatch® II Two-Hybrid-Systems 
bestimmt (s. Methoden). Die aus der CFU-Anzahl nach der eintägigen Inkubation auf nicht-selektiven 
Platten und aus der CFU-Anzahl nach der dreitägigen Inkubation auf selektiven Platten ermittelten 
prozentuellen Interaktionswerte wurden auf die Interaktionsaktivität des Kontrollpaars RpoS (σS) und 
RssB [Becker et al., 1999] normalisiert. Proteinexpression fand mittels sowohl pBT (jeweils 








Die Pro- und Contra-Argumente der Anwendung der in dieser Arbeit eingesetzten Two-Hybrid-
Systemen (von Agilent Technologies und nach Karimova et al., 1998)  
 


















(allerdings besteht eine 
sterische Behinderung 
durch die Beschränkung 
des Testsystems 
auf die zweite Dimension, 
d.h. an die Membran, 




Testsystem flexibler ist) 
Flexibilität der Klonierungsvarianten niedrig (zwei Vektoren) hoch (vier Vektoren) 
Handhabung (Medienvorbereitung u. ä.) aufwändig einfach 
Kosten (Medienzutaten u. ä.) mittel gering 
Auswertung der Ergebnisse quantitativ und qualitativ quantitativ und qualitativ 
 
 
 
 
 
